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Zur Kenntnis der Porphyrine. 
Von 
EK. Mertens. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut (Professor 0.Schumm) der Hamburgischen 
Universitit, Allg. Krankenhaus Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Marz 1927. 


I. Die spektrochemische Reaktion mit Brom als Mittel 
zur Unterscheidung von Porphyrinen. 


Wie kiirzlich von O. Schumm!) gezeigt worden ist, gibt 
Koproporphyrin mit Brom eine eigenartige Spektralreaktion, 
durch die kleinste Mengen dieses Porphyrins aufgefunden 
werden kénnen. Die Reaktion ist so bezeichnend, daB sie 
selbst bei sehr kleinen Mengen die Unterscheidung von dem 
in seinem iibrigen spektrochemischen Verhalten recht ahnlichen 
Himatoporphyrin von Nencki erméglicht. 

Auf Veranlassung von Professor Schumm habe ich zu- 
nichst einige weitere Porphyrine und dann deren Methylester 
auf ibr Verhalten bei der Bromreaktion gepriiit?), endlich ver- 
gleichende Untersuchungen iiber verschiedene Ausfiihrungs- 
formen der Reaktion ausgefithrt. In Ubereinstimmung mit 
den Angaben von O. Schumm habe ich gefunden, daB freies 
Koproporphyrin und Uroporphyrin*) durch diese Probe leicht 
und sicher sowohl von Hiamaterinsiiure und Kopratoporphyrin 
als auch von dem MHiamatoporphyrin-Nencki unterschieden 
werden kénnen. Ferner hat sich ergeben, daB ebenso wie 
Himatoporphyrin-Nencki auch Mesoporphyrin und Himopor- 
phyrin durch die Bromprobe sicher von Kopro- und Uropor- 





') O. Schumm, Diese Zs. Bd. 152, S. 5 (1926). 

*) Bei meinen Cedaneatiiunaen benutzte ich ausschlieBlich das neue 
GittermeBspektroskop von Loewe und Schumm, siehe diese Zs. Bd. 164, 
S. 58 (1927). 

°) Bekanntlich lassen sich Kopro- und Uroporphyrin leicht durch die 
ganz verschiedenen Lislichkeitsverhiltnisse gegeniiber Ather unterscheiden. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXVII. 13 
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II. Uroporphyrin. 

Am Uroporphyrin muB die Probe ausnahmsweise anders 
ausgefihrt werden, weil Uroporphyrin sich in dem sehr schwach 
salzsiurehaltigen Alkohol kaum lést. Folgendes Verfahren hat~ 
sich mir als gangbar erwiesen: man iibergieBt das Porphyrin 
mit schwach salzsaurem Alkohol (1 Tropfen 25°/,ige Salzsaure 
auf 25 ccm abs. Alkohol), fiigt 3—4 Tropfen der Bromlésung 
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Bromspektralprobe, angestellt an: 
. Koproporphyrin mit wibriger Bromlésung, 
. Uroporphyrin mit w4Briger Bromloésung, 


Hiamaterinsdiure mit waGriger Bromlésung, 
. Haimatoporphyrin-Nencki mit waGriger Bromlésung, 


. Mesoporpbyrin mit waGriger Bromlésung, 

. Kopratoporphyrin mit w4Briger Bromlésung, 

Hamoporphyin mit w4Griger Bromlésung, 

. Porphyrin ,,x‘‘1) aus verestertem a-Himatin mit wiBriger Bromlésung, 
. Mesoporphyrin mit alkoholischer Bromlésung. 
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hinzu, verreibt gut, filtriert und beobachtet sogleich. Neben 
schwachen, nicht bezeichnenden Streifen im Rot sieht man an 
der Grenze Griin-Blau und im Blau Absorptionsstreifen, die 
denjenigen des Koproporphyrins dhnlich, aber um einige 





1) §. u. S. 184, Anm. 1. 
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Wellenlangen rotwirts verschoben sind: der erste scharfe, 
schmale Streifen liegt auf ungefahr 503,5 der schwiachere auf 
475 und der spiter hinzukommende auf ungefahr 514. Wie 
beim Koproporphyrin ist von 680 uu das Spektrum rotwirts 
ausgeléscht. 

Ill. Himaterinsaure. 

Die Lésung zeigt einen sehr starken Streifen im Rot auf 
ungefahr 638; ferner im Grenzgebiet Griin-Blau einen gegen- 
tiber dem Streifen im Rot viel schwiacheren uneinheitlichen 
Streifen, an dem man bei genauerer Beobachtung zwei feine 
Maxima wahrnehmen und das dazwischen liegende Minimum 
(Aufhellung) zu ungefahr 496 bestimmen kann.') Die Aus- 
léschung im AuBersten Rot tritt allmahlich ein, im AuBersten 
Violett von wu 440 an. 


IV. Hiamatoporphyrin-Nencki. 


Es tritt ein starker Streifen im Rot auf, der seine Lage 
wechselt (635/38); die Absorption an der Grenze Griin-Blau 
ist von derjenigen der Hamaterinsiiure und des Kopratopor- 
phyrins nicht zu unterscheiden (siehe oben). 


V. Mesoporphyrin. 

Im Rot tritt ein starker Streifen auf, der sich allmihlich 
violettwairts verschiebt (636—632). An der Grenze Griin-Blau 
tritt ein uneinheitlicher Streifen mit Minimum auf ungefahr 
494.5 auf. 

VI. Kopratoporphyrin. 

Die Spektralerscheinung entspricht derjenigen der Hama- 
terinsiure (siehe III.); der Streifen im Rot hat sein Maximum 
auf etwa 637; der uneinheitliche Streifen an der Grenze Griin- 
Blau zeigt ein Minimum auf ungefihr 497. Die Ausléschung 
im auBersten Violett ist nicht scharf abgegrenzt. 


VII. Hamoporphyrin. 
Die Spektralerscheinung entspricht etwa derjenigen des 
Mesoporphyrins (siehe ,,V“): starker Streifen auf ungefahr 634; 





1) Bei der geringen Deutlichkeit des Minimums 14Bt sich sein Ort 
nur angenihert bestimmen. Das gleiche gilt fiir die iibrigen Porphyrine. 
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an der Grenze Griin-Blau ein uneinheitlicher Streifen mit Mi- 
nimum auf ungefahr 495. 


VIII. Porphyrin ,,x“ aus verestertem w-Himatin.}) 
Die Reaktion entspricht etwa der unter ,,VII.“ genanntéh. 


B. Spektralerscheinung der freien Porphyrine bei Anwendung 
alkoholischer Bromlésung. 
I. Koproporphyrin. 

Entspricht zunaichst der Reaktion unter,,A.1 Der Streifen 
auf 510 tritt hier sehr bald auf, nimmt mehr und mehr an 
Starke zu und iibertrifft schlieBlich die beiden ersten, allmah- 
lich schwicher werdenden Streifen im Blau. (Beobachtet man 
die Lésung nach langerem Stehen, so bemerkt man einen Vor- 
schatten auf etwa 520, wihrend der erste Streifen im Blau 
verschwunden ist.) 

II. Uroporphyrin. 

Kein Unterschied gegen ,,A. II“. 


Ill, Himaterinsiure. 


Im Rot tritt neben einem starken Streifen auf ungefahr 
640/41 noch ein wesentlich schwicherer auf ungefihr 618 auf; 
beim Stehen verindert sich das Starkeverhaltnis dieser beiden 
Streifen: der starke auf 640 wird schwicher und der zweite 
auf 618 nimmt an Starke zu. Die Spektralerscheinung an der 
Grenze Griin-Blau entspricht derjenigen mit waBriger Brom- 
lésung. 

IV. Himatoporphyrin-Nencki. 

Entspricht der Reaktion ,,A. IV“. 


V. Mesoporphyrin. 
Hier zeigt sich eine ganz andere Spektral- 
erscheinung als bei der Behandlung mit wiBriger 





1) Vgl. O. Schumm, Diese Zs. Bd. 166, S. 1 (1927). Das hier vor- 
liufig mit ,,x“ bezeichnete Porphyrin ist gewonnen aus o-Himatin, das 
3 Std. mit 1—2°/, HCl enthaltendem Methylalkohol am RiickfluBkihler 
gekocht, danach */, Std. mit 5°/, Kalilauge verseift und mit Hydrazin~ 
Eisessig enteisent wird. Der Porphyrinanteil, der die Salzsiiurezahl 1,5 
hat, ist obiges Porphyrin. 
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Bromlésung. Es tritt ein sehr starker Streifen im Rot auf, 
dessen Mitte angenahert bei 618 liegt. Im Grin liegt ein schwacher 
verwaschener Schatten, der violettwarts bei ungefahr 510 uy ab- 
gegrenzt ist; das Grenzgebiet Griin-Blau ist vollkommen hell. 
(Man vergleiche hierzu das Verhalten aller anderen Porphyrine.) 


VI. Kopratoporphyrin. 
Kein Unterschied gegen ,,A VI“. 


Vil. Hamoporphyrin. 
Entspricht ,,A VII“; nur tritt im Rot ein zweiter schwacherer 
Streifen auf 618 auf. 


VII. Porphyrin ,x‘ aus verestertem e-Hamatin. 

Entspricht der Reaktion ,,A VIII“. 

Stellt man an Mesoporphyrin die Bromprobe unter Aus- 
schluB jeder Spur Wasser mit alkoholischer Bromlésung an 
und fiigt dann entweder 1—2 Tropfen waBrige Bromlésung 
oder auch einige Tropfen reinen Wassers zum Reaktionsgemisch 
hinzu, so nimmt die Spektralerscheinung diejenige Form an, 
die man erhailt, wenn man die Probe von Anfang an mit 
waBriger Bromlésung ausfiihrt. Soweit sich bei einigen anderen 
Porphyrinen je nach der Art der Ausfiihrung der Bromprobe 
(mit alkoholischer oder waBriger Bromlésung) kleinere Unter- 
schiede ergeben, la8t sich das mit alkoholischer Bromlésung 
erhaltene Spektrum ebenso wie bei Mesoporphyrin durch nach- 
triglichen Zusatz von Wasser oder wiiBriger Bromlésung in 
dasjenige umwandeln, das bei der Ausfiihrung der Probe mit 
wiBriger Bromlésung sogleich entsteht. 


C. Bromspektralprobe der Porphyrin-Ester. 


Im Gegensatz zu den freien Porphyrinen zeigten die Ester 
obiger Porphyrine bei der Priifung mit Bromlésung keine der- 
artigen Unterschiede, daB man sie zur Auffindung der einzelnen 
Koérper verwenden kénnte. Die waB8rige Bromlésung ruft bei 
allen untersuchten Porphyrin-Estern einen Rotstreifen und 
einen verwaschenen Schatten im Blau hervor, wahrend die 
alkoholische Bromlésung das Spektrum des Esters in dem 
schwach salzsauren Alkohol im wesentlichen unveriindert liBt. 
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II. Die spektrometrischen Grundwerte fiir die Lésung 
des Hiimatoporphyrin-Nencki in 25°/,iger HCl,. 
Nachdem die Werte fir obige Lésung im Jahre 19143) 

von 0. Schumm auf Grund genauer, an mehreren umkrystalli- 

sierten, analysenreinen Praparaten am Gitterspektrometer aus- 

gefiihrter Messungen iibereinstimmend zu etwa IJ. = uy 595,83; 

III. = ww 552 gefunden und verdéffentlicht worden waren, sind 

seitdem von anderen Seiten stark abweichende Werte mit- 

geteilt worden. Wenngleich Schumm kiirzlich schon an an- 
derer Stelle?) erneut darauf hingewiesen hat, da8f die von ihm 
seinerzeit mitgeteilten Werte richtig seien, erscheint es doch an- 
gebracht, auch an dieser Stelle unsere neuen Messungsergebnisse 
mitzuteilen. Wir haben im letzten Jahre 8mal das Himato- 
porphyrin von Nencki in gréBeren Mengen unter genauer 

Befolgung der Originalvorschrift von Nencki und Zaleski®) 

analysenrein dargestellt und jedes Priparat frisch spektro- 

chemisch untersucht. Alle Praparate lieferten nicht nur iden- 
tische Spektra in der schwach essigsiurehaltigen atherischen 

Loésung, sondern sie gaben auch in 25°/,iger Salzséure geldst 

Spektra, die als praktisch identisch anzusehen sind und deren 

spektrometrische Werte innerhalb der Fehlergrenze der Mef- 

methode mit den im Jahre 1914 von O. Schumm mitgeteilten 

Werten iibereinstimmten. Die gefundenen Werte sind: 




















Im hiesigen Institut 1926 

O. Schumm 1914 ermittelte Werte 
I. 595,5 III. 551,8 
Mittelwert der untereinan- I 595.6 Ill 5515 
der nahe ibereinstimmen- I 595.4 LI 551.5 
den an drei krystallisierten L “an 6 IIL. 551.7 
Priparaten festgestellten I BOR. 4 lll 5515 
: ) ° ’ 
Zahlen: I. 595,4 III. 551,6 
I, 595,3 IIT. 552 I. 595,5 IIT. 551,5 
I. 595,4 III. 551,5 





1) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 91. S. 1 (1914). 

*) 0. Schumm, Abderhaldens Handbuch der biologischen Arbeits- 
methoden, Abt. IV, Teil 4, Heft 6. 

*) Nencki und Zaleski, Diese Zs. Bd. 80, S. 423 (1900). 
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Da hiesige altere Erfahrungen ergeben haben, daB amorphe 
und nicht geniigend durch Krystallisation gereinigte, ebenso 
lange aufbewahrte Priparate stark abweichende spektrometrische 
Werte geben kénnen, die nach unseren neuesten Beobachtungen 
sogar durch eine Beimengung von Himaterinsiure bedingt sein 
kénnen, halten wir uns zu der Erklarung berechtigt, daB unsere 
Werte richtig sind, und daB jeder andere Untersucher dieselben 
Werte finden muB, sofern er frische, analysenreine Priparate 
mit einem zuverlissig geeichten MeBspektroskop untersucht. 
Werte wie z. B. ww 598 oder ahnliche fiir den Hauptstreifen I 
der Lésung in 25°/,iger Salzsiure sind als unrichtig anzusehen. 
Wir selbst haben vereinzelt an dlteren, sei es mangelhaft ge- 
reinigten, sei es durch zu lange Aufbewahrung verdorbenen 
Priparaten unrichtig hohe Werte fiir die salzsaure Lésung 
gefunden. Solche Priparate bestanden, wie ihre chemische 
Untersuchung ergab, eben nicht aus reinem Nenckischen 
Porphyrin, denn sie lieBen sich in einen Anteil zerlegen, der 
in schwach essigsiiurehaltigem Ather gut léslich war und die 
richtigen Salzsiurewerte lieferte, sowie in einen bedeutenden 
Rest einer Verunreinigung, die die Verschiebung der Streifen 
nach Rot verursacht hatte. 
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Adsorptionsverhalten und Trennung der Hefeproteasen. 


(Achte Abhandlung tiber Pflanzenproteasen in der 
von R. Willstatter und Mitarbeitern begonnenen 
Untersuchungsreihe.) 


Von 
Wolfgang Grassmann und Walther Haag. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Minchen.,) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Marz 1927.) 





Die Trennung des dipeptidspaltenden und des tryptischen 
Enzyms der Hefe gelingt nach den Befunden von R. Will- 
statter und W. Grassmann!) auf Grund der verhaltnismabig 
geringfiigigen quantitativen Unterschiede, welche die beiden 
Proteasen bei der Adsorption an Tonerde aufweisen. In schwach 
saurer Lésung wird nimlich das tryptische Enzym leicht, das 
ereptische erheblich schwerer von Aluminiumhydroxyd auf- 
genommen und bei wiederholter Adsorption gelingt es, einen 
Teil des peptidspaltenden Enzyms in der Restlésung frei von 
tryptischer Wirkung zuriickzubehalten, wihrend das Hefetrypsin 
aus den Adsorbaten durch Ammoniak vollig oder doch nahezu 
unwirksam gegen Leucylglycin erhalten werden kann. Der Er- 
folg dieses Trennungsverfahrens ist indessen von der richtigen 
Bemessung der Tonerdemengen, von den Reaktionsbedingungen 
und von dem Zustand der Enzymlisung entscheidend abhingig 
Fiir die Zwecke der Spezifitaitsuntersuchung, iiber deren Er- 
gebnis die folgende Mitteilung berichtet, schien es daher not- 
wendig, die Darstellung der einheitlichen Proteasen auf eine 





1) R. Willstitter und W.Grassmann, 6. Abhandlung iiber 
Pflanzenproteasen, Diese Zs. Bd. 153, 8. 250 (1926). 
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ausfihrlichere Untersuchung ihres Adsorptionsverhaltens zu 
grinden. 

Die Wirkung der ereptischen Enzymkomponente, die wir 
unter den von Willstatter und Grassmann angegebenen 
Bedingungen mit Leucylglycin als Substrat verfolgen, ist, wie 
aus der folgenden Untersuchung hervorgehen wird, auf die 
Spaltung einfacher Dipeptide beschrankt; das Enzym ist 
daher nunmebr richtiger als ,,Hefe-Dipeptidase“ zu bezeichnen. 
Dagegen soll fir das tryptische Enzym, das hier noch aus- 
schlieBlich nach seinem Spaltangsvermégen gegeniiber Gelatine ge- 
messen wird, die Bezeichnung ,,Hefetrypsin“ zunachst beibehalten 
werden, obwohl sein Wirkungsbereich sich bis zu niederen, 
synthetisch zuganglichen Peptiden zu erstrecken scheint. 

Die fir die adsorptive Trennung der beiden Proteasen 
giinstigsten Verhaltnisse — maximale Adsorbierbarkeit des 
Trypsins bei geringer Adsorption der Dipeptidase — finden 
wir bei der Verwendung ganz frischer Autolysate und bei 
der Adsorption aus méglichst saurer und aus verdinnter 
Lésung. Eine besondere Rolle kommt dabei den in den Lé- 
sungen anwesenden Beimengungen der Enzyme zu. Aus dem 
Adsorptionsverhalten der Dipeptidase, besonders aus der Dis- 
kussion der Adsorptionsisotherme, muB der SchiuB 
werden, daB die geringe poreac ts ic eit di 
die dem Trennungsverfahren zugrunde liegt, keine Eigen- 
schaft des Fermentes selbst darstellt. Sie ist vielmehr i 
wesentlichen der Wirkung von Begleitstofien zuzuschreiben, die 
das Enzym von der adsorbierenden Oberfliche zu verdrangen 
vermégen. Eine Modifikation des Trennungsverfahrens, di 
diesem Umstande Rechnung triigt, gestattet es, Muindestaus- 
beuten von 30°/,, optimale von 60—70°/, der angewandten 
Dipeptidase frei von tryptischer Wirkung zu gewinnen. 

Dagegen haben sich Unterschiede im auswihlenden Ad- 
sorptionsvermégen verschiedener Tonerdesorten, wie sie be- 
sonders im Falle der Pankreasproteasen beobachtet worden sind®, 


ia 





 E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Ba. 149, 
S. 203 (1925), und zwar 8.215; E. Waldschmidt-Leitz, A.Sehaiffner 
u. W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 156, S. 68 (1926), und zwar S. 82. 
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bei den Hefeenzymen bisher nicht ergeben. Tonerdeproben 
der Sorte A und Cy!) verhalten sich den Hefeproteasen gegen- 
iiber iibereinstimmend und sind zur Trennung in gleicher Weise 
geeignet. Auch von Kaolin werden die beiden Proteasen zwar 
mit erheblich geringeren Adsorptionswerten, aber in einem ahn- 
lichen gegenseitigen Mengenverhiltnis aufgenommen. 

Aus den Tonerdeadsorbaten laBt sich das tryptische Enzym 
durch Einwirkung von verdiinntem Ammoniak in Freiheit setzen. 
Es ist jedoch trotz mehrfacher Verinderung der Versuchs- 
bedingungen bisher nicht gelungen, erheblich iiber die friiher 
erzielte Ausbeute von etwa 40°/, der adsorbierten Menge hinaus- 
zukommen. Viel vollstandiger, aber nicht ganz frei von bei- 
gemengter Dipeptidase, wird das Hefetrypsin durch Elution 
mit Diammonphosphat gewonnen. Zur Darstellung der ein- 
heitlichen Tryptase adsorbieren wir die so gewonnenen Elutionen 
zum zweiten Male an Tonerde und eluieren nunmehr das Enzym 
mit Ammoniak. Die Endausbeute ist nach diesem Verfahren 
etwas geringer als nach dem friher mitgeteilten direkten, aber 
die vollstindige Entfernung der Dipeptidase wird mit viel 
gréBerer Sicherheit erreicht. 


1. Zur Darstellung und Bestimmung der Hefeproteasen. 


Das am meisten geeignete Verfahren zur Freilegung der 
beiden Proteasen, nach dem alle in dieser Arbeit verwendeten 
Enzymlésungen gewonnen sind, besteht nach den friiheren Be- 
funden?) in der raschen Abtétung der unverdiinnten frischen 
Hefe mit Essigester und kurzdauernder Freilegung des Enzyms 
bei neutraler Reaktion. Etwa 11/, Stunden nach Versuchs- 
beginn trennt man eine Vorfraktion des Autolysates ab, die 
etwa 25°/, des Hefetrockengewichtes, aber noch keine nach- 
weisbaren Mengen der Proteasen enthalt. Nach 24—30 Stdn. 
— die Reaktion soll méglichst zwischen p,, = 6,5 und 7 ge- 





1) R.Willstitter u. H. Kraut, Chem. Ber. Bd.56, $.1117 (1923) 
R.Willstitter, H.Kraut u. O.Erbacher, Chem. Ber. Bd. 58, 8.2448 
(1925), und zwar S. 2455. 

3) R. Willstatter u. W. Grassmann, a. a. O. S. 278. 
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halten werden — ist die Freilegung der Enzyme beendet. Das 
Verfahren hat in den nun vorliegenden zahlreichen Versuchen 
gute und reproduzierbare Ausbeuten an beiden Enzymen er- 
geben. 


So erhielt man im Mittel von rund 40 Versuchen aus je 1 g frischer 
Hefe (mit einem Trockengewicht von 22—25°/,) etwa 0,6 (héchstens 0,8 
und mindestens 0,3) Trypsineinheiten und 7,0 (héchstens 12 und minde- 
stens 4) Einheiten der Dipeptidase. Die Trypsineinheit war dabei im 
Mittel in 95, bestenfalls in 58 mg, die Einheit der Dipeptidase im Mittel 
in 6,2, im besten Falle in 3,7 mg Trockensubstanz der Enzymliésung 
enthalten. Die Einheit der Dipeptidase, d. h. diejenige Enzymmenge, 
welche unter den friiher festgesetzten Bedingungen 225mg d,1-Leucyl- 
glycin in 1 Stunde zur Hilfte spaltet, ist demnach aus durchschnittlich 
33 mg Hefetrockensubstanz gewinnbar. 


Die Bestimmung der tryptischen und der ereptischen Enzym- 
komponente erfolgte unter den friiher angegebenen Bedingungen 
mit Gelatine bzw. Leucylglycin als Substrat. Wenn auch der 
EinfluB aktivierender und hemmender Begleitstoffe bei der 
Mengenbestimmng der beiden Enzyme, wie gezeigt worden ist, 
nicht véllig ausgeschaltet werden kann, so hat ihre Anwen- 
dung innerhalb der priparativen Versuche doch nie zu be- 
trichtlichen Widerspriichen gefihrt. Im Falle des peptid- 
spaltenden Enzyms sind allerdings bei reineren Enzymlésungen 
vielfach Abweichungen von der monomolekularen Kinetik beob- 
achtet worden, die noch untersucht werden sollen, 


Das Ergebnis der den Carboxylzuwachs erfassenden Bestimmungs- 
methode des tryptischen Enzyms haben wir qualitativ durch die Beob- 
achtung des Verfliissigungsvermigens gegeniiber Gelatine [vgl. S. Pa- 
litzsch und L. E. Walbum!'), K. G. Dernby’?)} kontrolliert und stets 
gute Ubereinstimmung gefunden: alle Hydrolysenmischungen, in denen 
die unter den Bedingungen der Bestimmungsmethode gemessene Acidi- 
titszunahme weniger als 0,07 cem n/5-KOH betrug, erstarrten beim Ab- 
kiihlen mit Brunnenwasser vollstiindig innerhalb weniger Minuten; die 
Erstarrung erfolgte mehr oder weniger langsam und unvollstindig, wenn 
die gemessene Spaltung zwischen etwa 0,07 und 0,20 cem lag und sie 
unterblieb vollkommen, wenn ein héherer Acidititszuwachs gemessen 
war. Auch im Falle der Hefeproteasen liegt demnach kein Grund fiir 





1) Biochem. Zs. Bd. 47, S. 1 (1912). 
*) Biochem. Zs. Bd. 81, S. 107 (1917). 
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die Annahme eines gesonderten, auf die Zerlegung hochmolekularer Sub- 
strate eingestellten Enzyms vor, das sich dem Nachweis durch Bestim- 
mung chemisch faBbarer Gruppen entziehen wiirde. 

Im Gegensatz zu den ohne Abtrennung einer Vorfraktion 
gewonnenen Chloroform-Neutralautolysaten [vgl. R. Willstatter 
und K. Schneider’)] und zu den nach dem Verfahren von 
A. v. Lebedew?) erhaltenen Macerationssaften aus Trockenhefe 
[vgl. E. Abderhalden und A. Fodor*)] geben die von uns 
benutzten Enzymlésungen beim Ansiuern keine Hiweiffallung, 
sondern kaum eine sichtbare Triibung. Zur Bewertung der in 
saurer Lésung vorgenommenen Adsorptionsversuche, besonders 
aber auch im Hinblick auf die Annahme von A. Fodor‘), wo- 
nach enge Beziehungen zwischen diesem ,,Siurekoagulum“ und 
der Peptidasewirkung bestehen sollten, war die Frage zu priifen, 
ob der beim Ansiiuern ausfallende Niederschlag nennenswerte 
Mengen der beiden Proteasen mitzureiBen vermag. Das ist 
in unseren Enzymlésungen nicht der Fall. In einem Beispiele, 
wo die etwas betriachtlichere Menge der Fiallung eine glatte 
Abtrennung des EiweiSniederschlages in der Zentrifuge ermég- 
lichte, fanden sich 96°/, des tryptischen und 85°/, des dipeptid- 
spaltenden Enzyms in der klaren sauren Restlésung wieder, 
wihrend der sofort in wenig Diammonphosphat geléste Nieder- 
schlag gemiB den ausgefiihrten Bestimmungen nur 2 bzw. 1°/, 
der urspriinglichen Enzymmenge enthielt. 


2. Adsorptionsverhalten der Proteasen. 


Mit Riicksicht auf die hohe Empfindlichkeit der Hefe- 
dipeptidase, die nach den Befunden von Willstaitter und 
Grassmann schon bei p, = 4 und bei p, = 9,3 innerhalb 
einer Stunde fast vollkommen zerstért wird, waren die das Ad- 





1) R. Willstaétter u. K. Schneider, 8. Abhandl. iiber Invertin, 
Diese Zs. Bd. 142, 8. 257 (1924/25), und zwar S. 268. 

*) Diese Zs. Bd. 73, S. 447 (1911); C. R. Bd.152, 8.49, 1129 (1911); 
Ann. Inst. Pasteur Bd. 26, 8. 8 (1912). 

8) Fermentforsch. Bd. 1, S. 533 (1916). 

*) Fermentforsch. Bd. 3, 8. 193 (1921); Bd. 4, S. 209 (1921); Bd. 6, 
S. 238 (1922); Kolloid-Zs, Bd. 26, S. 232 (1921); Bd. 28, S. 293 (1921); 
Bd. 29, S. 28 (1922); Bd. 31, S. 279 (1922). 
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sorptionsverhalten der beiden Proteasen betreffenden Versuche 
innerhalb eines verhiltnismafig engen Bereiches der Wasser- 
stoffionenkonzentration durchzufiihren. Die Adsorbierbarkeit 
der beiden Hefeproteasen steigt mit steigender H’-Konzentration 
an, aber der Einflu8 der Aciditaét ist, wie aus den Versuchen 
der Tab. 1 hervorgeht, sehr ungleich. So wurde von der Tryp- 
tase bei p,=6,8 nur 14°/,, bei p,=4,9 aber 89°/, adsorbiert, 
wahrend die Adsorption der Dipeptidase nur von 40 auf 65°/, 
vermehrt worden ist (Zeile 1 und 2). Das Maximum der Ad- 
sorbierbarkeit ist fiir das ereptische Enzym, nicht aber fiir das 
tryptische bei p,,=4,8 erreicht (Zeile 4 mit 6). Zur praktischen 
Trennung der Enzyme haben wir uns im allgemeinen mit dieser 
Reaktion begniigt, obwohl bei sehr rascher Durchfiihrung der 
Versuche méglicherweise in einem stirker sauren Medium noch 
bessere Ergebnisse hatten erzielt werden kénnen. Die Adsor- 
bierbarkeit beider Proteasen steigt ferner mit der Verdiinnung 
(Zeile 2 und 3) und, wie schon friiher hervorgehoben wurde, 
mit dem Alter (Zeile 5 und 2) der Enzymlésung betrichtlich 
an, und zwar wird von dem ersten EinfluB besonders das tryp- 
tische, von dem zweiten viel mehr das ereptische Enzym be- 
troffen. Man wird demnach die Trennung der Proteasen in 
frischen Autolysaten bei starker (z. B. 4facher) Verdiinnung 
und bei p,,=4,5—5,0 vorzunehmen haben. 


Tabelle 1. 


Adsorption der Hefeproteasen bei verschiedener Aciditét und Verdiinnung. 
(Adsorbens 63 mg Tonerde A.) 












































b bb Angewandt Adsorbiert 
ic. |.’ 8} Dipepti- | ve Econ! Sire 

Nr. 8 = é ipep i- | Trypsin | Pu ipeptidase rypsin 
<5 | (Einh.) | (Einh,) (cem) | Einh. | °/, Eiuh. | > 
1 | 7 10 | 106 {68 | 120 | 42 | 40 | 1,5 | 14 
21 1 105 =| «4106 | 4,9 | 120 | 68 | 6 | 9,4 | 89 
2 105 | 106 | 4,9 | 35 | 55 | 52 | 5,8 | 54 
a 99 | 11,2 | 5,4 | 120] 18 | 18 | 62 | 55 
5 | 2 99 | 11,2 | 48 | 120} 88 | 83 | 88 | 74 
6 2 99 | 11,2 | 4,5 | 120 | 30 | 80 | 10,2 | 91 
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Zu den Versuchen der Tab. 1 dienten je 30 cem desselben Autoly- 
sates. Um eine Enzymzerstérung wihrend des Versuches nach Méglich- 


keit zu vermeiden, wurden hier, wie in den folgenden Versuchen, alle 
Adsorptionen bei annihernd 0° und méglichst rasch ausgefiihrt. Die 
gewiinschte Aciditét wurde mit Essigsiure eingestellt und colorimetristh 
in der Restlésung kontrolliert. 

Bei Variation der Tonerdemengen ergeben sich charakte- 
ristische Unterschiede zwischen den beiden Proteasen hinsicht- 
lich ihrer Verteilung zwischen der adsorbierenden Oberflache 
und der Lésung. Wenn man (Tab. 2) Proben einer bestimmten 
Enzymlésung unter gleichen Bedingungen der Aciditét und 
des Endvolumens mit steigenden Mengen von Aluminium- 
hydroxyd behandelt, so findet man, da® durch die ersten An- 
teile des Adsorbens nur wenig von der Dipeptidase und mit 
geringen Adsorptionswerten aufgenommen wird. Mit steigen- 
den Tonerdemengen wichst indessen die Adsorbierbarkeit des 
Enzyms; die berechneten Adsorptionswerte (adsorbierte Ein- 
heiten pro 1g Adsorbens) gehen durch ein Maximum, wenn 
etwa zwei Drittel des Enzyms wegadsorbiert sind. Ganz 
anders verhalt sich das tryptische Enzym: es wird von den 
ersten Anteilen des Adsorptionsmittels sehr stark aufgenommen 
und die Adsorptionswerte zeigen ein stetiges und erhebliches 
Abfallen mit steigendem Adsorptionsgrad. Das ereptische 


Tabelle 2. 


Adsorption der beiden Proteasen an steigende Mengen von Tonerde. 
(Angewandt 12cem Enzymlisung (2 Tage alt) mit 31 Erepsineinheiten 
und 2,3 Trypsineinheiten. Vol. = 50 ccm; py = 5,0, eingestellt durch 

n/75-Acetatpuffer; 0°. Adsorbens: Tonerde A.) 


























Dipeptidase Trypsin 
Al,O, =i 
Einh. in | adsorb, | Ad t.-| Einh. in 
m adsorb. sorpt. : 
(mg) der Rest- 0/ Ww : der Rest- sev Adsorpt. 
lésung ’ ery =) lésung I Wert 
5,9 _ thee _ 1,5 35 133 
11,7 24,1 22 590 1,1 52 104 
23,5 13,4 57 760 0,3 87 87 
47,0 1,6 95 620 0,0 100 49 
94,0 1,0 97 820 se sn fi 
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Enzym steht in diesem Verhalten dem Invertin der rohen Hefe- 
ausziige [vgl. besonders H. Kraut und E. Wenzel?)], das tryp- 
tische z. B. dem Papain?) nahe. Das Verhalten der Dipepti- 
dase wird man wie im Falle der Saccharase durch die An- 
nahme zu deuten haben, daB das Enzym um die adsorbierende 
Oberflache mit Begleitstoffen — wohl proteinartiger Natur — 
zu konkurrieren hat und daB seine Adsorption erst dann in 
erheblichem MaB8e einsetzt, wenn der gréBere Teil der die Ad- 
sorption hemmenden Beimengungen wegadsorbiert worden ist. 
Das starke Ansteigen der Adsorbierbarkeit beim Altern der 
Enzymlésungen (Tab. 1) diirfte danach auf den allmahlichen 
Abbau der anwesenden Proteine zuriickzufiihren sein. Dem- 
gegeniiber wird offenbar die Tryptase in ihrem Adsorptions- 
verhalten viel weniger von den Begleitstoffen beeinfluBt. 

Der Einflu8 der in den Enzymlésungen enthaltenen Bei- 
mengungen laBt sich auch unmittelbar nachweisen. Es geniigt, 
wie aus 3 Versuchen der Tab. 3 hervorgeht, den Enzymlésungen 
einen Teil der bei der Darstellung abgetrennten unwirksamen 
Vorfraktion wieder zuzusetzen, um die Adsorbierbarkeit der 
Dipeptidase erheblich herabzudriicken, wahrend die Adsorption 
des Trypsins nicht veraindert, oder sogar (Zeile 1 und 2) ge- 
steigert wird. Die bei der Enzymfreilegung angewandte Frak- 
tionierung ist demnach wohl fiir die Reinheit des Enzym- 
materials, nicht aber fiir die beabsichtigte Trennung von Vor- 
teil gewesen. Da aber offenbar die der Adsorption der Di- 
peptidase entgegenwirkenden Begleitstoffe ihrerseits selbst von 
der Tonerde aufgenommen werden, kann man ihre Wirkung 
nutzen, ohne die Enzymlésung durch die Hauptmenge der un- 
wirksamen Vorfraktion zu verunreinigen. Man verfahrt ebenso- 
gut so, daB man das fiir den Trennungsversuch bestimmte 
Aluminiumhydroxyd zuerst mit dem Verfliissigungssaft vor- 
behandelt und so seine Oberfliche mit den die Adsorption 
hemmenden Stoffen beladt. So vorbereitete Tonerden adsor- 





') H. Kraut u. E. Wenzel, Diese Zs, Bd.133, 8.1 (1924); Bd. 142, 
S. 71 (1925). 
*) Vgl. R. Willstitter u. W. Grassmann, Diese Zs. Bd. 138, 
S. 184 (1924); H. Kraut u. E. Bauer, Diese Zs. Bd. 164, S. 10 (1927). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVII. 14 
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Tabelle 3. 
Adsorption der Hefeproteasen; Einflu8 yon Adsorbens und Begleitstoffen. : 
(Endvolumen = 50 cem; py = 5,0, eingestellt durch n/75-Acetatpuffer; etwa 0°.) 
—— ———————SSE=EE ————__—_—— —— — — - 
os Angewandt Adsorbiert 
ay ; ie epitlsien iatatcetahdeneintalonetteinicclteiintiantiah ‘ : — pocienicanmenentmsare mearccapnayncennentanen 
tM Nr. Dipeptidase | ‘T'rypsin Adsorbens ied Zusats Dipeptidase | Trypsin 
a (Eivh.) (Einh.) (Einh.}} °/, (Einh.) of, 
3 =~ sgeeamaseatseapoe — - — = —————— a _ = ———5 i aS 
sal 1 19,4 | 1,4 Tonerde A, gewohnlich 25 ~e 12,4 64 | 1,24 89 
S | 
= 2 19,4 | 1,4 _ desgi. 25 14 ecm Verfliissigungssaft 9,3 48 | 1,40 | 100 
zi 3 “n_ | desgl. 70 “a 42,1 | 95 | 29 | 100 
a 
= 4 44,5 2,9 desgl. 70 | 10 ccm Verfliissigungssaft | 32,9 | 74 | 2,9 100 
m 
m - ee a eee 5 ane z. ity 
\| 

5 5 2490 | 84 desgl. 15 - 15,2 | 61 |) 1,9 81 
ae 6 24,9 | 2,4 desgl. 15 |10cem Verfliissigungssaft | 14,0 56 | 1,9 81 
: 7 24,9 | 2,4 Tonerde A, vorbehandelt] 15 <a 10,8 | 44 || 1,65 70 
het 8) . ee Soe a ene veers SY 
Cnt | 
2 8 42,2 | 2,9 Tonerde A, gewohnlich 70 _ 39,8 94 || 2,9 100 
= 9 42.2 2,9 Tonerde A, vorbehandelt| 170 — 23,1 55 | 28 | 97 

10 48,5 2,9 Tonerde A, gewdhnlich | 35 - 33,3 | 69 | 2,7 | 98 
a 48,5 2,9 Tonerde Cy, gewéhnlich | 35 sae 33,7 | 70 | 2,8 | 96 
= 13 48,5 | 2,9 Kaolin 525 — 7,5 | 15 || 1,6 | 55 
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bieren (Tab. 3, Zeile 5 und 7, 8 und 9) die Dipeptidase in der 
Tat viel weniger, wahrend das tryptische Enzym villig oder 
doch nahezu unvermindert von ihnen aufgenommen wird. 

Weit starker macht sich der EinfiuB einer solchen Auf- 
ladung der Tonerde bei mehreren aufeinanderfolgenden Ad- 
sorptionen geltend. Es ist nach dem Vorausgehenden zu er- 
warten und wird durch den Versuch bestitigt, daB in den 
nach partieller Adsorption erhaltenen und an Begleitstoffen 
verarmten Restlésungen die Adsorbierbarkeit der Dipeptidase 
stark gesteigert ist, und es mu8 demnach gerade die Enttfer- 
nung der letzten Reste des tryptischen Enzyms mit starken 
Verlusten an der Dipeptidase erkauft werden. 

In einem Beispiel wurden 146 Dipeptidaseeinheiten und 22,7 Trypsin- 
einheiten bei py = 5 mit 210 mg Tonerde A im Volumen von 250 ccm 
behandelt. Nach der Analyse der Restlisung waren 26°/, der Dipepti- 
dase mit einem Adsorptionswert von 180 und 60°, des Trypsins mit 
einem A.-W. von 65°/, adsorbiert worden. Als man die erhaltene Rest- 
lésung neuerdings mit 87 mg Tonerde versetzte, gingen 51°/, der noch 
vorhandenen Dipeptidase mit einem A.-W. von 630 und 94°), des Tryp- 
sins mit einem A.-W. von 97 in das Adsorbat iiber. Gegeniiber der 
ersten Adsorption ist also die Adsorbierbarkeit der Dipeptidase auf das 
3'/, fache, die der Tryptase nur unwesentlich gesteigert worden. 

Dagegen beobachtet man bei Verwendung der vorbehan- 
delten Tonerde in aufeinanderfolgenden Adsorptionen keine 
Steigerung, sondern meist ein geringes Abfallen der Adsorbier- 
barkeit des peptidspaltenden Enzyms. 

Es ist bisher nicht gelungen, die Tonerdesorte A, mit der 
die meisten unserer Versuche ausgefiihrt worden sind, durch 
scharfer auswihlende Adsorbentien zu ersetzen. Mehrere Proben 
der Sorte Cy verhielten sich, wie durch ein Beispiel der Tab. 3 
belegt wird, vollkommen iibereinstimmend mit dem Aluminium- 
hydroxyd A. Auch Niederschlige von Casein, in der Enzym- 
lésung selbst durch Ans&uern erzeugt, sowie Suspensionen von 
Fibrin adsorbierten neben dem Trypsin erhebliche Mengen der 
Dipeptidase. 

Die Adsorption der Hefepeptidase an Kaolin haben schon 
A. Fodor, A. Bernfeld und R. Schénfeld?) eingehend unter- 


} 


') Kolloid-Zs. Bd. 37, 8.32, 159 (1925); A. Fodor u. R. Schénfeld, 
Bd. 39, S. 240 (1926). 
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sucht und maximale Adsorption im schwach sauren Gebiet 
gefunden. Bei dieser Aciditét werden beide Enzyme vom 
Kaolin aufgenommen, wenngleich mit rund 40mal kleineren 
Absorptionswerten als im Falle der Tonerde. Auch hier zeigt 
sich das Trypsin leichter adsorbierbar als das dipeptidspalténde 
Enzym, neben dem es vorkommt (Tab.3, Zeile 10 und 12). Die 
Kaolinadsorbate sind durch Diammonphosphat eluierbar. 


3. Darstellung der einheitlichen Dipeptidase. 


Zwar gelingt es bei Anwendung geeigneter Mengen von 
Tonerde bisweilen, wie Beispiele der Tab. 3 zeigen, nach ein- 
maliger Adsorption brauchbare Ausbeuten der Dipeptidase frei 
von tryptischer Wirkung in den Restlésungen zuriickzubehalten. 
Sicherer ist es indessen, die Entfernung des Trypsins durch 
mehrmalige Kinwirkung kleiner Mengen von Tonerde zu be- 
wirken und das Adsorbens mit der bei der Darstellung der 
Enzymlésung abgetrennten inaktiven Vorfraktion zu behandeln. 
Die Tonerdemenge bemessen wir so, daB eine einmalige Ad- 
sorption 10, héchstens 15°/, der Dipeptidase entfernt, und 
wiederholen die Kinwirkung 4—5 mal. Auch bei dieser Arbeits- 
weise schwanken die Ausbeuten der Dipeptidase noch recht 
erheblich, namlich zwischen etwa 30 und 65°/, der angewandten 
Menge. Als trypsinfrei betrachten wir eine Lésung, wenn eine 
Probe, die nicht weniger als eine Dipeptidaseeinheit enthalten 
soll, bei der Kinwirkung auf 0,6g Gelatine unter den Be- 
dingungen der Bestimmungsmethode innerhalb 24 Stunden keine 
alkalimetrisch meBbare, noch an der Herabsetzung der Er- 


starrungsfahigkeit erkennbare Hydrolyse hervorruft. 

Beispiel: 500g frische Bierhefe wurden mit 50 ccm Essigester 
unter Umriihren rasch verfliissigt, mit Wasser zu einem Volumen von 
1 Liter verdiinnt und die auftretende Saure fortlaufend mit Ammoniak 
unter Vermeidung jeden Alkaliiiberschusses neutralisiert. Der nach 
i'/, Stunden in der Zentrifuge abgetrennte Verfliissigungssaft war gegen 
Gelatine ynd Peptid wirkungslos. 

Der Heferiickstand wurde mit etwa 2 Liter Wasser gewaschen, 
von neuem in Wasser zu einem Volumen von 1 Liter unter Zusatz von 
Toluol suspendiert und die Enzymlésung nach 22 Stunden (vom Ver- 
suchsbeginn an) isoliert. Sie enthielt im Kubikzentimeter 3,54 Einheiten 
der Dipeptidase und 0,31 Einheiten des Trypsins: 
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0,24 cem ergaben, unter den iiblichen Bedingungen bestimmt, nach 
1 Stunde eine Peptidspaltung entsprechend 1,39 ccm n/5-KOH, enthielten 
demnach 0,85 Einheiten. — 1,20 cem bewirkten, nach Abzug einer ge- 
ringen Selbstspaltung, eine Gelatinehydrolyse entsprechend 0,97 ccm, 
was 0,37 Einheiten anzeigt. 

400 eem des erhaltenen Verfliissigungssaftes brachte man mit Essig- 
siure auf anndhernd p,;,=5,0, fiigte 80ccm n/2-Acetatpuffer von gleicher 
Reaktion hinzu, versetzte mit einer Suspension von 700 mg Tonerde A 
und ergiinzte das Volumen zu 1600cem. Das abzentrifugierte, verlustlos 
gesammelte Tonerdegel wurde im MeBkolben zu einem Volumen von 
50 ecm suspendiert (1 ccm = 14 mg AI,O,). 

70 cem der Enzymlésung (248 Einheiten der Dipeptidase und 21,6 
Trypsineinheiten enthaltend) brachte man mit 0,60 cem n/1-Essigsaéure 
auf annihernd p,=5,0, fiigte 6,6 cem n/2-Acetatpuffer gleicher Reaktion 
und etwa 170 cem Wasser hinzu. Nach Zugabe von 6,4 ecm der erhal- 
tenen Tonerdesuspension (90 mg Al,O,) wurde das Volumen zu 250 ccm 
erganzt. Nachdem das Adsorbat in der Zentrifuge abgetrennt war, 
wiederholte man die Behandlung mjt einer gleichen Menge Tonerde noch 
viermal (rasch und mdglichst in der Kite). Die letzte Restlésung hatte 
ein Volumen von 275 ccm; sie war frei von Trypsin und enthielt 105 Ein- 
heiten, d. i. 42°/, der angewandten Dipeptidase: 

2.5 cem bewirkten unter den iiblichen Bedingungen in 24 Stunden 
keine meSbare Gelatinespaltung. Nach Beendigung der Bestimmung 
erstarrte die Probe sofort beim Abkiihlen mit Brunnenwasser. 

1,4 cem bewirkten in 1 Stunde Peptidspaltung entsprechend 0,98 ccm 
n/5-KOH; sie enthielten demnach 0,53 Einheiten der Dipeptidase. 


4. Elution der Tonerdeadsorbate; Darstellung des Hefetrypsins. 


Durch Einwirkung von Ammoniak laBt sich, wie friher 
gezeigt worden ist, das Trypsin in maBigen Ausbeuten aus 
seinen Adsorbaten eluieren. Es ist dabei ziemlich gleichgiiltig, 
ob man Ammoniak nur bis zur eben deutlichen alkalischen Re- 
aktion (Curcuma) oder in héherer Konzentration, z. B. */,-normal 
zusetzt. Eine wesentliche Steigerung der Ausbeute ist nicht 
gelungen; sie betrug im Mittel aus 7 Versuchen 47°/, der ad- 
sorbierten Menge. 

Erheblich bessere Ergebnisse liefert die Elution mit Di- 
ammonphosphat, wovon das 6—8 fache Gewicht der angewandten 
Tonerde zu verwenden ist. 10 Versuche ergaben eine mittlere 
Ausbeute von 77°/, und nur in einem Beispiele weniger als 
60°/, der adsorbierten Trypsineinheiten. Aus den mit Am- 
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moniak behandelten Adsorbaten kénnen daher durch Nach- 
elution mit Phosphat noch erhebliche Mengen des Enzyms 
gewonnen werden. | 

30ccm einer Enzymlésung, 16 Trypsineinheiten enthaltend, versetzte 
man in n/50-essigsaurer Lésung und in einem Volumen von 120 cem 
mit einer Suspension von 63 mg Tonerde A. Die Suspension wurde in 
zwei gleiche Teile geteilt und abzentrifugiert. Auf Grund der Analyse 
der Restlésung waren 8,5 Einheiten in das Adsorbat iibergegangen. 

Die eine Hilfte des Adsorbates versetzte man mit Ammoniak bis 
zur eben deutlichen alkalischen Reaktion und fiillte auf 15 cem auf. 
Von der durch Zentrifugieren erhaltenen Lisung hewirkten 1,6 ccm eine 
Gelatinespaltung entsprechend 0,70 ccm n/5-KOH, was 0,24 Einheiten 
in der Bestimmungsprobe oder 2,25 Einheiten in 15 ccm, d.i. 53°/, der 
adsorbierten Menge anzeigte. 

Den Riickstand behandelte man mit 0,22 g Diammonphosphat in 
einem Volumen von 15 ccm. Die resultierende Lésung enthielt weitere 
0,87 Einheiten, d. i. 21°/, der adsorbierten Menge. 

Die andere Hilfte des Versuches wurde sofort mit 0,22 g Diammon- 
phosphat in 15 ccm eluiert. 1,2 cem der Elution hydrolysierten Gelatine 
entsprechend einem Aciditiétszuwachs von 0,92 ccm. ‘Trypsingehalt in 
der Bestimmungsprobe demnach 0,34 Einheiten, im ganzen 4,25 Ein- 
heiten, d. i. 100°/, der adsorbierten Menge. 

Wahrend Ammoniak von der in die Adsorbate mit iiber- 
gehender Dipeptidase nichts, oder doch nur verschwindende 
Mengen in Loésung bringt, geht in die Phosphatelutionen ein 
zwar geringer und wechselnder, aber die Darstellung des ein- 
heitlichen Trypsins empfindlich stérender Anteil davon iiber 
(meist 10—30°/, der adsorbierten Menge). Selbst eine drei- 
malige Wiederholung der Adsorption und der folgenden Phos- 
phatelution reichte nicht aus, um das Trypsin von den letzten 
Spuren dieser Beimengung zu tefreien. Der Versuch, durch 
Anderung der sci lied 0 9 elne strenger aus- 
wihlende Elution zu erreichen, hatte nicht den gewiinschten 
Erfolg. Gemische aus gleichen Teilen primiren und sekun- 
diiren Phosphats eluieren beide Enzyme erheblich schlechter 
und Primirphosphat allein ist ohne Wirkung auf die Adsor- 
bate. Dagegen gelangt man zu dipeptidasefreien und auf etwa 
das Achtfache gereinigten Liésungen des Trypsins, wenn man 
die erste Phosphatelution nochmals aus saurer Lésung adsor- 
biert und das Adsorbat nunmehr mit Ammoniak eluiert. 
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Beispiel. 1100 cem einer Enzymlésung (1690 Einheiten der Di- 
peptidase und 211 Trypsineinheiten enthaltend) behandelte man bei 
Pu = 5 (n/60-Acetatpuffer) in einem Volumen von 2800 cem mit 1 g Ton- 
erde A, die wie oben vorbehandelt worden war. 90°/, der Dipeptidase 
und 33 °/, des Trypsins blieben in der Restlésung zuriick. 

Das Adsorbat eluierten wir mit 6 g Diammonphosphat in 260 ccm. 
Die erhaltene Lésung, deren Volumen nach der Neutralisation 271 ecm 
betrug, enthielt 38 Dipeptidaseeinheiten, d.i. 2,2°/, der urspriinglichen 
Menge und 90 Trypsineinheiten, d.i. 43°/, der angewandten, 64°/, der 
adsorbierten Menge: 

1,0 cem bewirkte Peptidspaltung entsprechend 0,31 cem, enthielt also 
0,14 Dipeptidaseeinheiten. — 0,4 ccm bewirkten Gelatinespaltung ent- 
sprechend 0,46 ccm, enthielten also 0,13 Trypsineinheiten. 

Die Elution wurde durch Zusatz von 38cem n/1-Essigsiiure wieder 
auf py = 5,0 gebracht und erneut in einer Verdiinnung von 1200 ccm 
mit 0,32 g der vorbehandelten Tonerde versetzt. GemaB der Analyse 
der Restlésung waren 50°/, des Trypsins und etwa 10°/, der zuletzt 
vorhandenen Dipeptidase in das Adsorbat iibergegangen. 

Die Elution erfolgte durch 270 cem n/50-NH,;. Die erhaltene Lé- 
sung (Volumen nach der Neutralisation 275 eem) enthielt 27 Trypsin- 
einheiten (60 °/, der adsorbierten Menge) und war frei von Dipeptidase. 

1,0cem bewirkte eine Gelatinehydrolyse von 0,39 ccm, entsprechend 
0,10 Trypsineinheiten. — 3,0 ccm ergaben unter den Bedingungen der 
Dipeptidasebestimmung keine meSbare Peptidspaltung. 

Trockengewicht der Ausgangslésung 1 cem = 15,8 mg; Trypsinwert 
(Einheiten/mg) = 0,018. — Trockengewicht der zweiten Elution: 1 ecm 
= 0,98 mg. Trypsinwert = 0,10. Reinigung also etwa achtfach. 


In den spateren Versuchen haben wir es vorgezogen, das 
zweite Adsorbat mit stirkerem, z.B. */,,n-Ammoniak zu elu- 
ieren. Bei dieser Arbeitsweise, die ungefahr dieselben Trypsin- 
ausbeuten liefert, werden etwa vorhandene Spuren der Dipepti- 
dase durch die Einwirkung von Alkali zerstért. So gewonnene 
Enzymlésungen bewirken gegeniiber Leucylglycin auch bei An- 
wendung sehr groBer Enzymmengen und langer (z. B. 24 stiin- 


diger) Einwirkung keine meBbare Hydrolyse. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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(Neunte Abhandlung iiber Pflanzenproteasen in der 
von R. Willstatter und Mitarbeitern begonnenen 
Untersuchungsreihe,) 


Von 
Wolfgang Grassmann. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Marz 1927.) 


Theoretischer Teil. 


Die Spezifitatspriifung der am EiweiBabbau beteiligten 
Enzyme, die durch die Darstellung enzymatisch einheitlicher 
Proteasen ertdglicht worden ist (EK. Waldschmidt-Leitz und 
A. Harteneck}), KE. Waldschmidt-Leitz und A. Schiffner?), 
R. Willstatter und W. Grassmann‘®), konnte zunichst zu 
der Auffassung fiihren, daB den auf den Abbau einfacher Pep- 
tide eingestellten, gegeniiber allen natiirlichen EKiweibkérpern 
aber unwirksamen Peptidasen vom Typus des Darmerepsins 
die Enzyme von der Art des Trypsins und Pepsins als scharf 
gesonderte Gruppe gegeniiber zu stellen seien. Der Gedanke 
war naheliegend, daB die fiir den Angriff der Enzyme aus den 
letzteren Gruppen spezifischen Strukturen des EKiweiBmolekils 
»sowohl unter sich als von dem in den..... einfachen Pep- 
tiden vorliegenden Typus verschieden sein“ wiirden (EK. Wald- 
schmidt-Leitz und A. Harteneck.*) Diese Schlubfolgerung 
ergab sich aus dem Befund, daf alle untersuchten Di- und Tri- 





!) Diese Zs. Bd. 147, S. 286 (1925); Bd. 149, S. 208 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 151, S. 31 (1925/26). 

8) Diese Zs. Bd. 153, 8. 250 (1926). 

4) Diese Zs. Bd. 149, 8S, 208 (1925) und zwar 5S. 213. 
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peptide vom Pankreaserepsin hydrolysiert werden, keines dagegen 
von dem tryptischen Enzym; sie wurde gestiitzt durch die Fest- 
stellung, daB weder fiir eine Verschiedenheit der beiden tie- 
rischen Erepsine, des Darm- und des Pankreaserepsins, noch 
fiir eine gegeliseitige Vertretbarkeit des ke und des erep- 
tischen Enzyms Anhaltspunkte vorlagens 

Hiner so scharfen Unterscheidung zwischen den Funktionen 
der eigentlichen Proteasen und der Peptidasen, wie sie in 
anderem Sinne auch in den von E. Abderhalden}), M. Berg- 
mann?) und C. Oppenheimer’) angeregten oder entwickelten 
spezielleren ‘Theorien der Proteasespezifitat zum Ausdruck 
kommt, ist indessen der Boden entzogen worden durch den am 
Beispiel des Pepsins*), Trypsins*) und Papains®)®) gefiihrten 
Nachweis, daB auch bei diesen Enzymen ,,der gesamte ProzeB 
der hydrolytischen Aufspaltung ..... in der Lésung von Pep- 
tidbindungen besteht* (Waldschmidt-Leitz, Schaffner und 
Grassmann, a. a. O., S. 80) und daB auch hier ,,der Carboxyl- 
zuwachs ein richtiges MaB« darstelit, ,das dem wesentlichen 
Vorgang der Proteolyse entspricht* (Willstatter, Grassmann 
und Ambros, a. a. O., 8. 167). Die von Waldschmidt- Leitz 
und Mitarbeitern®) in Angriff genommenen Versuche, durch 
fraktionierte Hydrolyse einfacher EiweiBkérper, wie der Prot- 
amine, Aufschliisse iiber die spezifischen Funktionen der ein- 
zelnen enzymatischen Individuen zu erlangen, fihrten weiterhin 
zu der Erkenntnis, daB ein und dieselbe Peptidbindung des 
Proteinmolekiils im Laufe der enzymatischen Proteolyse je 
nach dem eingeschlagenen Wege sowohl dem Angriff des Trypsins 





~ 


) Naturwissensch. Bd. 12, S. 716 (1924) und zwar S. 719. 

2) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 445, S. 1 (1925) und zwar S. 25. 

8) Die Fermente und ihre Wirkungen, Bd. 2, Leipzig 1925. Vel. 
dagegen Biochem. Zs. Bd. 179, S. 261 (1926). 

4) E. Waldschmidt-Leitz und E. Simons, Diese Zs. Bd. 156, 
S. 114 (1926); vgl. dagegen H.Steudel, J. Ellinghaus, A. Gottschalk, 
Diese Zs. Bd. 154, S. 21 und 198 (1926). 

5) E. Waldsehmidt-Leitz, A.Schiffner und W. Grassmann, 
Diese Zs. Bd. 156, S. 68 (1926). 

6) Vgl. auch R. Willstitter, W. Grassmann und O. Ambros, 
Diese Zs. Bd, 152, 8. 164 (1925/26). 
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wie dem des Erepsins zufallen kann. Es war die Annahme 
zu machen, daB fiir die spezifische Angreifbarkeit einer Bin- 
dung nicht allein die Natur der chemischen Bindung selbst 
und der unmittelbar beteiligten Aminosiuren, sondern ,,viel- 
mehr auBerdem die Natur und die Anzahl der benachbarten 
Aminosaure- und Peptidkomplexe ausschlaggebend“ sein miiBten. 

Nachdem die Identitét der beiden tierischen Erepsine 
durch qualitative Beobachtungen als gesichert gelten konnte, 
war in der wichtigsten pflanzlichen Peptidase, dem Hefeerepsin, 
kaum ein anderer Fermenttypus zu erwarten, zumal das Enzym 
gemiB den iibereinstimmenden Befunden von K. G. Dernby’) 
und von Willstatter und Grassmann (a. a. O.) in wichtigen 
Kigentiimlichkeiten, so in der p,-Abhingigkeit seiner Wirkung, 
keinerlei Unterschiede mit den beiden anderen Enzymen er- 
kennen lie8. Schwer vereinbar damit waren allerdings die 
bemerkenswerten Beobachtungen von EK. Abderhalden und 
seinen Mitarbeitern”), die auf eine verschiedene Angriffsweise 
der einzelnen Peptidasen bei der Hydrolyse von Tri- und 
‘Tetrapeptiden hinzuweisen scheinen, sowie der auffallige Befund 
Abderhaldens und A. Fodors’), wonach das p,-Optimum 
des Hefeenzyms bei der Spaltung héherer synthetischer Pep- 
tide sehr erheblich nach der sauren Seite verschoben ist. In 
neueren Arbeiten aus dem Miinchener Laboratorium hat es 
sich nun ergeben, daB eine Reihe von Substraten durch das 
Darmerepsin rasch und weitgehend, nicht aber durch das Hefe- 
erepsin angegriffen werden, so gewisse Zwischenprodukte des 
enzymatischen Abbaues der Protamine (Waldschmidt-Leitz, 
Schaffner und Grassmann, a. a. Q.), ferner einfache und 
aliphatisch oder aromatisch substituierte Amide der Amino- 
siuren. (Waldschmidt-Leitz, Grassmann und Schaff- 
ner.‘) 

Die vorliegende Arbeit, in welcher das Verhalten der Hefe- 
enzyme gegentiber Dipeptiden, Polypeptiden und Proteinen 





1) Biochem. Zs. Bd. 81, S 107 (1917). 

2) Diese Zs. Bd. 54, S. 363 (1907); Bd. 55, S. 417 (1908). 

’) Fermentforschung Bd. 1, S. 533 (1916); Bd. 4, S. 191 (1921). 
4) Chem. Ber. Bd. 60, 8. 359 (1927). 
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untersucht wird, hat zu dem Ergebnis gefiihrt, daB die Ab- 
grenzung des Spezifitatsbereiches der den EKiweiBabbau 
vermittelnden Enzyme im Falle des Hefepilzes eine we- 
sentlich andere ist, als bei den Proteasen des tierischen 
Verdauungstraktes. Zwar erweist sich das dipeptidspaltende 
Enzym, wie aus der qualitativen Ubersicht der Befunde, 
(Tab. 1) hervorgeht, auch hier als vollkommen wirkuig$los 
gegeniiber einer gr@Reren Anzahl untersuchter Proteine. Auf 
der anderen Seite” spaltet es alle gepriiften Dipeptide, und 
zwar mit Ahnliéhen Geschwindigkeitsunterschieden, wie sie im 
Falle der tierischen Verdauungsenzyme angetroffen werden. 
Aber das Enzym vermag schon die drei untersuchten Tripeptide 
und ein Tetrapeptid nicht mehr anzugreifen. Es steht damit 
in scharfem Gegensatz zum Darm- und Pankreaserepsin, das, 
wie unten gezeigt wird, mit groBer Geschfindigkeit Diglycy]- 
glycin, ferner Leucyl-glycylglycin (EK. Waldschmidt-Leitz und 
Harteneck?!) und nach EK. Abderhalden?) sogar ein aus 
19 Aminosiuren aufgebautes Polypeptid hydrolysiert. 

Das dipeptidspaltende Enzym der Hefe, daB gemi8 seinem 
“engeren Spezifitatsheréich richtiger als ,,Hefe-Dipeptidase“ be- 
zeichnet wird, diirfte in Kombination mit dem Darmerepsin 
ein brauchbares analytisches Hilfsmittel bei der Beurteilung 
von EiweiBabbaugemischen darstellen. So wird der Befund 
von Waldschmidt-Leitz, Schaffner und Grassmann 
(a.a.Q.), wonach ein durch die Wirkung des (kinasefreien) 
Trypsins aus Clupein gebildetes Abbauprodukt zwar durch 
Darmerepsin, nicht aber durch Hefeerepsin weiter zerlegt wird, 
nunmehr so zu deuten sein, daB in dem abgespaltenen Erepsin- 
substrat kein Dipeptid, sondern ein héheres Peptid vorliegt. 

Das Spaltungsvermégen der Hefeautolysate fir Tri- und 
Tetrapeptide, das lange bekannt und recht betrachtlich ist, 
findet sich bei dem angewandten adsorptiven Trennungsverfahren 
in dem leichter adsorbierbaren und in die Elutionen iiber- 
gehenden Anteil des Enzymmaterials der — véllig wirkungslos 





1) Diese Zs. Bd. 149, S. 203 (1925) und zwar S. 208. 
2) Diese Zs. Bd. 151, S. 151 (1926). 








206 Wolfgang Grassmann, 


al 


gegen alle untersuchten Dipeptide — die auf natiirliche Pro- 
teine einwirkende, als ,,Hefe-Trypsin“ bezeichnete Enzym- 
komponente enthalt. In mehreren Fraktionen der Tonerde- 
adsorption laBt sich keine Verschiebung des Wirkungsverhilt- 
nisses gegeniiber Tripeptiden und gegeniiber Gelatine erkennen. 
Auch ein frither +) aus langer gealterter Enzymlésung dargestelltes 


Tabelle 1. 
Spezifitiit der Hefeproteasen. 





Polypeptidase 


Substrat Dipeptidase (Hefetry pein) 





Alanylglycin . + 
Glyeylleucin. . .... + 
Leucylglycin. . ... . + — 
jo 
Le 


Glycylglycin . 
Leucylalanin . 


Alanyl-glycylglycin . . . - 
Leucyl-glycylglycin . . . — 
Diglyeylglycin . . . . . ~ 
Leucyl-diglycylglycin . . ~ 


[bet t. 





| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 


Clupeinsulfat . . .. . — 
Histonsulfat . . ... . — 
a a re _ 
a ea ne ae — 
Sc a ee Bae kale — 
EKieralbumin nativ. . . . — 
Kieralbumin denaturiert. . _ 
Serumalbumin denaturiert . —_ 
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und gegen Leucylglycin praktisch unwirksames Trockenpraparat 
des tryptischen Enzyms zeigte eine betriachtliche, wenn auch 
nicht ganz die seiner tryptischen Wirksamkeit entsprechende 
Aktivitét gegeniiber Leucyl-glycylglycin. Indessen wird sich 
erst an einem umfangreicheren und methodisch vollkommeneren 
Versuchsmaterial die Frage entscheiden lassen, ob das tryp- 
tische und das polypeptidspaltende Enzym der Hefe identisch 
sind. In diesem Falle wiire die bisher iibliche grund- 


1) H. Willstatter und W. Grassmann, a.a.O. S. 274. 
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sitzliche Scheidung zwischen Peptidasen und eigentlichen Pro- 
teasen tiberhaupt aufzugeben. 

Die von der dipeptidspaltenden Komponente befreite Poly- 
peptidase entfaltet ihre optimale Wirksamkeit gegeniiber Alany}- 
glycylglycin zwischen p, = 6,7 und 7,0. Der Abfall der Ak- 
tivitit ist steil nach beiden Seiten, besonders nach der al- 
kalischen. Bei p, = 7,8 betragt die Spaltungsgeschwindigkeit 
nur mehr etwa die Hilfte der optimalen. Das Enzym unter- 
scheidet sich also auch in dieser Hinsicht erheblich von der 
Dipeptidase; es steht dem Hefetrypsin naher, dessen Optimum 
fiir verschiedene Substrate zwischen p, = 5 und 6 gefunden 
worden ist.) Die in den Versuchen von Abderhalden und 
Fodor (a.a.0.) bei der Hydrolyse mittlerer Polypeptide be- 
obachteten Spaltungsoptima von p,, = 6,64—T7,3 diirften, ent- 
sprechend der von K. G.Dernby?) in Betracht gezogenen 
Méglichkeit, durch Uberlagerung der Polypeptidase- und der 
Dipeptidasewirkung zustande gekommen sein. 

Es ist zu erwarten und durch gesonderte Versuche an 
Leucyl-glycylglycin und an Alanyl-glycylglycin bestatigt worden, 
da8 die durch die Polypeptidase eingeleitete Hydrolyse der 
Tripeptide scharf zum Stillstand kommt, wenn eine Peptid- 
bindung gelést ist. Die in Angriff genommene priparative 
Aufarbeitung der Spaltstiicke wird die fiir die systematische 
Stellung der Protease wichtige Frage zu entscheiden haben, 
welche der beiden endstiindigen Aminosduren dabei abgespalten 
wird. Der Angriffspunkt der Peptidase wird sich damit direkter 
und sicherer ermitteln lassen, als dies durch Beobachtung des 
Drehungsvermégens waihrend der Proteolyse nach Abderhalden 
und Mitarbeitern*) bisher méglich gewesen ist. Wenn, wie 
gezeigt werden wird, die Spaltbarkeit der drei Tripeptide 


‘) Vgl. R. Willstitter und Grassmann, a.a.0.; K.G. Dernby, 
a. a. O. 

2) A. a. QO. und zwar S. 200. 

*) E. Abderhalden und A. H. Koelker, diese Zs. Bd. 54, S. 363 
(1907/08); E. Abderhalden, A. H. Koelker und F. Medigreceanu, 
Diese Zs. Bd. 62, S. 145 (1909); E. Abderhalden und L. Pincussohn, 
Diese Zs. Bd, 66, S. 277 (1910) und a. and. O. 
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Alanyl-glycylglycin, Leucyl-glycylglycin und Diglycylglycin in 
derselben Reihenfolge abnimmt wie die Spaltungsgeschwindigkeit 
der entsprechenden um einen Glycinrest armeren Dipeptide im 
Falle der Dipeptidase, so wird dies leichter mit der Annahme 
zu vereinen sein, da die die freie Aminogruppe tragende 
Aminosiure des Polypeptides durch die Polypeptidase in Frei- 
heit gesetzt wird. 

Auch bei der Aufspaltung eines Tetrapeptides, Leucyl- 
diglycylglycin, vermag die Polypeptidase nur eine einzige Peptid- 
bindung zu hydrolysieren. Da die beiden als Spaltstiicke in 
Frage kommenden Tripeptide ihrerseits durch das Enzym weiter 
zerlegt werden wiirden, ergibt sich, da8 eine Zerlegung in zwei 
Dipeptidmolekiile erfolgt ist. GemaB den Ergebnissen der 
stufenweisen Titration nach R. Willstatter und E. Wald- 
schmidt-Leitz*) hat in der Tat die Hydrolyse nicht zur 
Bildung freier Aminoséuren gefiihrt. 

Die beschriebenen Wirkungen der Hefepolypeptidase lassen 
sich in vorlaufiger Weise am einfachsten so kennzeichnen, dah 
das Enzym Peptidketten, von einem der freien Enden be- 
ginnend, unter Abspaltnng von Dipeptidmolekiilen zerlegt. 
Die richtige réumliche Lage einer Peptidbindung zu dem die 
Anlagerung des Enzyms zunichst vermittelnden freien Ende 
der Kette kénnte méglicherweise die notwendige Voraussetzung 
fiir den enzymatischen Angriff darstellen. Diese Auftassung, 
welche sich an die von H. v. Euler?) entwickelten Vorstellungen 
iiber den Wirkungsmechanismus der Glucosidasen und Pepti- 
dasen anlehnt, stellt dem Enzym das Darmerepsin gegeniiber, 
das auf die Abspaltung von Aminos&uren aus ihrer amid- 
artigen Verkniipfung eingestellt ist. Sie 14Bt die Existenz 
weiterer Peptidasen als méglich vorhersehen, durch deren Wir- 
kung aus den Peptidketten noch langere Bruchstiicke ab- 
gesprengt werden. 





1) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921); R. Willstaitter, Abder- 
haldens Handb. der biol. Arbeitsmeth. Abt. 1, Teil 7, 8. 289 (1928). 

*) Diese Zs. Bd. 148, S. 79 (1924/25) und a. and. O. Vgl. dazu 
R. Kuhn und H. Minch, Diese Zs. Bd. 163, S. 1 (1926/27); H. v. Euler 
u. K. Josephson, Diese Zs. Bd. 157, S. 122 (1926); Bd. 162, S. 85 (1926). 
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Die fraktionierte Hydrolyse einfacher Polypeptide, die 
durch die Kombination der beiden Hefepeptidasen erméglicht 
wird, stellt einen einfachen Modellversuch zu den von Wald- 
schmidt-Leitz und Mitarbeitern mit Hilfe tryptischer und 
ereptischer Enzyme durchgefiihrten fraktionierten Hydrolysen 
natiirlicher Proteine dar. Wenn auch in den bisher ausgefiihrten, 
zunichst auf die Peptide der wichtigsten Monoaminosauren 
beschrinkten Versuchen die Liinge der Peptidkette als der 
ausschlaggebende Faktor erscheint, so ist es doch wenig wahr- 
scheinlich, daB die Spezifitatsunterschiede der Proteasen allein 
von diesem Gesichtspunkt aus werden erklirt werden kénnen. 
Eine wichtige und noch zu wenig untersuchte Rolle diirfte viel- 
mehr den EKigentiimlichkeiten der an der Peptidbildung beteiligten 
Aminosaiuren zukommen. Der Befund von E. Waldschmidt- 
Leitz und Th. Kollmann}?), wonach zwischen dem Prolingehalt 
von Protaminen und ihrer Angreifbarkeit durch Trypsin be- 
achtenswerte Beziehungen bestehen, diirfte als ein erster Anhalts- 
punkt in dieser Richtung zu bewerten sein. 


Experimenteller Teil. 
1. Verhalten der Hefeproteasen gegen Dipeptide, 


Die fiinf untersuchten, aus einfachen Aminosduren auf- 
gebauten Dipeptide werden, wie aus den Versuchen der Tab. 2 
hervorgeht, ausnahmslos durch die Hefedipeptidase gespalten, 
keines von ihnen dagegen durch das Hefetrypsin, auch nicht in 
langen Versuchszeiten. Die Geschwindigkeiten, mit denen die 
einzelnen Peptide zerlegt werden, nehmen in der gleichen 
Reihenfolge und sehr ann&hernd im gleichen Verhiltnis ab wie 
im Falle des Darm- und Pankreaserepsins (vgl. E. Wald- 
schmidt-Leitz und A. Schaffner).*) Am leichtesten, nim- 
lich mehr als doppelt so rasch wie Leucylglycin, ist das Alanyl- 
glycin spaltbar, und mit erheblichem Abstand folgen Glycyl- 
glycin und das besonders schwer angreif bare d,l-Leucyl-d,l-Alanin. 
Diese Tatsache, die ein Gegenstiick in den Verhiltnissen bei 
den entsprechenden Tripeptiden findet, wird nicht als Argument 


1) Diese Zs. im Druck. 
2) Diese Zs. Bd. 151, S. 31 (1926) und zwar S. 54. 
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Tabelle 2 





Verhalten von Dipeptiden gegen die Dipeptidase und die Polypeptidase 


der Hefe. 


(0,5 Millimol der racemischen oder 0,25 Millimol der optisch einheitlichen 
Peptide; py = 7,8, eingestellt durch n/25-Ammonchlorid—Ammoniakpuffer ; 
Spaltung gemessen in cem n/20-KOH (100°/, Spaltung = 5,00 cem Lauge); 


Vol. 5 ecm; 40°.) 









































Trypsin Spaltung nach Stunden 
Pent; Dipeptidase (Poly- (cem n/20-KOH) 
eptid tl : 
(Einheiten) | peptidase) | 

(Einheiten) | 1/,| 1 2 4 | 16 

d,l-Alanylglycin . 0,50 0,002 + 0,002 [3,85/4,70) 4,85 — - 

Glycyl-l-leucin 0,50 0,002 +0,002 /2,40/3,15) — sis ses 

d,l-Leucylglycin . 0,50 0,002 + 0,002 |1,20)2,40| 4,20 — oe 

Glycylglycin . 0,50 0,002+0,002; — |0,73) 1,07 1,48 — 

4, Leueyl,\-Alanin (0, 050g) 0,50 0,002 +0,002| — '0,17' 0,30, 0,58) — 

d,l-Alanylglycin . .| 0,001 £0,001 0,27 Pee ET ee Pe 
Glycyl-l-leuein .| 0,001 + 0,001 0,27 —|—/ 0,001} 0,01, 0,01 
d,l-Leueylglycin . .| 0,001 + 0,001 0,20 — |— |-0,01 |—0,02 |—0,02 
Glycylglyein . . | 0,001 £0,001 0,26 —|— 0,00} 0,02 0,04 
dj Teesvbhabeniets 050g) 0,001 0,001 0,27 —j— | 001; — j-002 


fiir die Annahme der Identitat des tierischen Erepsins und 


der Hefedipeptidase auszuwerten sein. 


Ks ist wahrscheinlicher, 


daB die Festigkeit der Peptidbindung selbst fiir die beobach- 


teten Unterschiede verantwortlich zu machen ist. 


Indessen 


scheint die von P. A.Levene, H.S.Simms und M.H. Pfaltz}) 
ausgesprochene und begriindete Hypothese, wonach die Festig- 
keit der Peptidbindung durch die Dissoziationskonstanten 
der beteiligten Amino- und Carboxylgruppe bestimmt wire, 
zur Deutung der experimentellen Befunde noch nicht aus- 
zureichen, Auf Grund der von K. Winkelblech?) bei Gly- 


kokoll, 


Alanin und Leucin ermittelten Werte fiir A,, die 


neuerdings durch L. J. Harris’) im wesentlichen bestitigt 





) Jl. of Biol. 


H.S. Simms, Jl. of Biol. Chem. Bd. 62, 8. 711 (1924/25); 
Simms und Pfaltz, Jl. of Biol. Chem. Bd. 70, S. 253 (1926). 
2) Zs. physikal. Chem. Bd. 36, S. 546 (1901). 
°) Proc. of the Roy. Soc. B, Bd. 95, S. 440 (1923). 


Chem. Bd. 61, 


S. 445 (1924); P. A. Levene und 


Levene, 
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wurden, kann wohl eine leichtere Spaltbarkeit der Alanylpeptide 
vorhergesehen werden. Aber die Dissoziationskonstanten des 
Glykokolls und des Leucins unterscheiden sich nur sehr wenig, 
und zwar liegt der Unterschied entgegengesetzt dem zu er- 
wartenden. 


In den Versuchen der Tab. 2 und 3 enthielt die Titrationsprobe 
von 5 cem je '/, Millimol der optisch einheitlichen, bzw. '/, Millimol der 
racemischen Peptide. Die Titration erfolgte in alkoholischer Lésung mit 
n/20-KOH und Thymolphthalein als Indicator. Der vollstiindigen Auf- 
spaltung einer Peptidbindung entspricht demnach ein Aciditaétszuwachs 
von 5,00cem. In Gegenwart von Ammonchlorid-Ammoniakpuffer konnten 
auch mit der verdiinnteren Lauge noch vollkommen scharfe Farbumschlige 
erzielt werden, (Maximaler Fehler der Einzeltitration + 0,05 cem.) Enzym- 
und Substratlésung wurden vor dem Versuch durch Zugabe von Am- 
moniak auf py = 7,8 gebracht. Gemif den ausgefiihrten Kontrollen ist 
ein py-Bereich von 7,8—8,1 nicht iiberschritten worden. 

Von der Berechnung von Reaktionskonstanten wurde abgesehen, 
da die Abweichungen von der monomolekularen Kinetik teilweise recht 
erheblich sind. 


2. Verhalten der Hefeproteasen gegen Tri- und Tetrapeptide. 


Die gegeniiber Dipeptiden vollkommen unwirksamen Elu- 
tionen des tryptischen Enzyms spalten die drei untersuchten 
Tripeptide und das Tetrapeptid Leucyl-diglycylglycin rasch 
und weitgehend. Die Polypeptidspaltungen der Tab. 3 sind 
noch nicht bei optimaler Aciditét, sondern wie im Falle der 
Dipeptidase bei p, = 7,8 ausgefiihrt. Trotzdem werden die 
gepriiften synthetischen Substrate, wie aus einem Vergleich 
mit den Angaben der Tab. 4 hervorgeht, von den Enzymlésungen 
um ein vielfaches rascher hydrolysiert als die untersuchten 
Proteine: 

Wihrend 0,6 g Gelatine durch 0,6 Trypsineinheiten in 24 Stunden 
entsprechend einem <Acidititszuwachs von 1,45 cem n/5-KOH zerlegt 
werden (Tab. 4, Zeile 5), spalten im Versuch 2 der Tab. 3, der zum Vergleich 
auf doppelten Ansatz umgerechnet wird, 0,50 [Trypsineinheiten 245 mg 
(1 Millimol) d,l-Leucyl-glyeylglycin schon in 2 Stunden entsprechend 
einem Acidititsznwachs von 6,36 cem n/20- oder 1,59 ecm n/5-KOH. 

Wenn die von nachweisbarer tryptischer Wirkung befreiten 
Lésungen der Dipeptidase nur gegeniiber dem Diglycylglycin 
sich als vollig unwirksam erwiesen, wihrend sie fiir die leichter 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXVII, 15 
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Tabelle 3. 
Verhalten der Hefeproteasen gegen Tri- und Tetrapeptide. 
(Versuchsbedingungen wie Tabelle 2.) 
P oly aera Spaltung nach Stunden 
— peptidase Dipeptidase (cem n/20-KOH) 
P (Trypsin) | (Kinheiten) am 
canine 1, 1 9 4 
d,l-Alanyl-glyeylglycin . . 0,28 0, 001 + 0, 001 2,25 3,22 — — 
d,l-Leucyl-glycylglycin . 0,25 0,00140,001} — 1,90; 3,18; — 
Diglyeylglycin . . 0,20 0,001+0,001] — 0,62; 1,11) 1,65 
d il- 1 Leueyl-diglyeylglycin ‘ 0,27 0, 001 +0,001; — — | 38,70; — 

. er 5 - aR ete ee ee eer one. a ee Seer enantit | ‘ 
dj: Aleeyhebnatieen : 0,002 + 0,002 0,50 — | 0,08; 017); — 
d,l-Leucyl-glyeylglycin . 0,002 +. 0,002 0,50 — |-0,04} 0,09; — 
Diglyeylglyein . 0,002 +.0,002 0,50 ~ | —0,04| —0,02| 0,00 
d,l-Leueyl- Balseletyetn 0,002 +- 0,002 0,50 — — |} 012; — 

















spaltbaren Polypeptide noch eine sehr geringe, aber auBerhalb 
der Fehlergrenze liegende Spaltungsfahigkeit zeigten, so ist dies 
lediglich der gréBeren Empfindlichkeit zuzuschreiben, mit welcher 
die letzten Spuren des der Dipeptidase noch beigemengten 
Enzyms an ihrer Wirkung auf diese Substrate erkannt werden 
kénnen. Das Trennungsverfahren wird hier, entsprechend der 
verfeinerten Méglichkeit des Nachweises, noch zu verbessern sein. 

Es war auf Grund der beschriebenen Spezifititsverhaltnisse 
nahezu mit Sicherheit zu erwarten, daB die Tripeptide durch 
die einheitliche Polypeptidase nicht tiber die Dipeptidstufe 
hinaus abgebaut werden wiirden, und es ist mehr eine Be- 
stitigung der bisherigen Ergebnisse, wenn an 2 Beispielen ge- 
zeigt wird, daB in der Tat die Hydrolyse scharf an dem Punkte 
zum Stillstand kommt, der einem Zerfall des Peptides, bzw. 
seiner spaltbaren l-Form, in ein Molekiil Aminosiure und ein 
Dipeptid entspricht. 

Versuch 1: Partielle Hydrolyse von Leucyl-glycylglycin. 

122 mg d,l-Peptid (= '/, Millimol 1-Peptid), 0,30 Trypsineinheiten, 
durch Zusatz von 0,11 ccm 2,5n-NH, auf p, = 7,8 gebracht, 0,4 ccm 


n/2-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von py = 7,8. Vol. = 5,0 ecm; 40°. 
Der Zerlegung in Dipeptid und Aminosiiure entspricht ein Aciditiits- 


zuwachs von 5,00 cem n/20-KOH. 
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Spaltungszeit (Stunden) 1 21/, 17 
Spaltung (ccm n/20-KOH) 2,40 4,90 4,96. 


Nach Zugabe von 1,2 Dipeptidaseeinheiten schreitet die Spaltung 
fort, und zwar innerhalb weiterer 2 Stunden entsprechend einem Aciditits- 
zuwachs von 0,69 ccm. 


Versuch 2: Partielle Hydrolyse von Alanyl-glycylglycin. 

40,6 mg d,l-Peptid (krystallwasserfrei) (= '/,, Millimol 1(+)-Peptid), 
0,10 Trypsineinheiten, 0,04 eem 2,5n-NH,, 0,16 cem n/2-NH,Cl, 0,10 cem © 
n/1-Essigsiure; py der Mischung 7,0; Vol. = 2,0 cem; 40°. Der Zerlegung 
in Dipeptid und Aminosiure entspricht ein Acidititszuwachs von 2,00 cem 
n/20-KOH. ) 

Spaltungszeit (Stunden) 1 iy $i), 5), 

Spaltung (cem n/20-KOH) 1,56 1,78 1,97 2,00. 


Aus dem analytischen Ergebnis ist nicht zu entnehmen, 
an welcher Stelle des Tripeptidmolekiils der Angriff erfolgt 
ist; diese Frage wird noch durch die Isolierung der Spalt- 
stiicke zu kliren sein. Doch scheint aus den Versuchen der 
Tab. 38, obwohl sie nicht durchweg mit derselben Enzymlésung ‘ 
und nicht mit véllig gleichen Enzymmengen ausgefihrt sind, 
hervorzugehen, daB die Spaltbarkeit der 3 Tripeptide Alany]- 
glycylglycin, Leucyl-glycylglycin und Diglycylglycin wie im 
Falle der entsprechenden Dipeptide von der Alanyl- zur 
Glycylverbindung abnimmt, Diese Tatsache macht es einiger- 
maBen wahrscheinlich, daB die Hydrolyse der Tripeptide an 
der entsprechenden Stelle, d. h. zwischen der ersten und 
zweiten Aminosdure stattfindet. 

Im Falle des Tetrapeptides Leucyl-diglycylgiycin waren 
2 Fille als méglich vorauszusehen. Wenn die Hydrolyse mit 
der Abspaltung einer Aminosiure einsetzte, so muBte das ent- 
stehende Tripeptid durch das Enzym weiter zum Dipeptid ab- 
gebaut werden. Bei symmetrischer Spaltung sollten dagegen 
die beiden gebildeten Dipeptide intakt bleiben. Die erste 
Méglichkeit verlangt einen Zuwachs von zwei, die zweite einen 
solchen von einer Carboxylgruppe auf ein Mol des gespaltenen 
Peptids. Der Versuch entscheidet zugunsten der symmetrischen 
Spaltung; es wird nur eine Peptidbindung gelést. DaB in der 
Tat keine freien Aminosiuren bei der Spaltung gebildet worden 
sind, ergibt sich auch aus der befriedigenden Ubereinstimmung 


15* 
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des in 90°/,igem und in 50°/,igem Alkohol ermittelten Aci- 
ditiitszuwachses. 

Versuch 3, Partielle Hydrolyse von Leucyl-diglycylglycin. 

60,4 mg d,1-Peptid (= 1/,) Millimol 1(+-)-Peptid), 0,13 Trypsineinheiten 
0,04 cem 2,5n-NH,, 0,16 cem n/2-Ammonchlorid~-Ammoniakpuffer~ von 


Pu = 7,8, Vol. = 2,0 ecm; 40°. Der Zerlegung des 1-Peptids in 2 Mole- 
kiile Dipeptid entspricht ein Acidititszuwachs von 2,00 cem n/20-KOH. 


Spaltungszeit (Stunden) 31), BY, 9 12 
Acidititszuwachs, gem.in90°/,ig. Alkoh. 1,70 1,94 2,00 2,04cemn/20-KOH 
” ” 99 50°/ ig. ” ee ey ” ° 
Ganz anders liegen die Verhiltnisse im Falle des Darm- 
erepsins. Die von tryptischer Wirkung befreite einheitliche 
Peptidase leistet die gesamte Hydrolyse des Tripeptids, wenn 
auch in zwei deutlich erkennbaren Stufen. Die Zerlegung zur 
Dipeptidstufe verliuft auBerordentlich rasch, erheblich rascher 
als die vergleichsweise gemessene Hydrolyse des Leucylglycins. 
Krwartungsgemi8 mit erheblich geringerer Geschwindigkeit 
folgt dann die Hydrolyse des gebildeten Glycylglycins. Dieser 
Befund steht in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis von 
Pp. A. Levene, H.S.Simms und M. Pfaltz (a. a. O.), wonach 
Tripeptide durch das Darmerepsin etwa zehnmal rascher zer- 

legt werden, als die analog gebauten Dipeptide. 
Je 1 ccm Darmerepsinlésung mit a) 47,1 mg ('/, Millimol) Diglycyl- 
glycin, b) 94,0 mg d,1l-Leucyl-glycin (*/, Millimol 1(+)-Peptid), pj = 8,0, 
Vol. = 5,0 cem); Ausfiihrung entsprechend Tab.2 und 38. Der Auf- 


spaltung einer Peptidbindung entspricht ein Acidititszuwachs von 
5,00 cem. 


Spaltungszeit (Stunden) 1 2 
a) Diglycyl-glycin: Spaltung entspr. 4,88 5,44 com n/20-KOH 
b) d,l-Leucylglycin: oe 7 3,68 4,37 ecm ‘ 


3. Verhalten der Hefeproteasen gegen Proteine. 


Alle untersuchten Proteine werden bei p,, = 5,0 vom Hefe- 
trypsin hydrolysiert, wenn auch nicht sehr rasch (Tab. 4). 
Lediglich das native Eieralbumin findet man resistent, was den 
friher mit rohen Enzymlésungen erhaltenen Befunden ent- 
spricht. Auch im denaturierten Zustand erwies sich dieses 
Protein als recht schwer angreifbar, obwohl es in feiner Ver- 
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teilung zur Anwendung kam. Die verhiltnismiBig hohe Spalt- 
barkeit des Albuminpeptons steht mit den Erfahrungen von 
Willstatter und Grassmann (a. a. O.) im Einklang: 


Tabelle 4. 
Spaltung von Proteinen durch das Hefetrypsin (Polypeptidase). 
(Pix = 5,0, eingestellt durch Dinatriumcitrat; Spaltung gemessen in ccm 
n/5-KOH; Vol. 10 cem; 40°.) 























» Spaltung nach Stunden 

ahateas g |, Binkeiten) — n/5-KOH) 
3 -|.4 24 | 48 

i : 
Eieralbumin nativ . .| 0,20| 0,75 — 4 0,02 | 0,02 | 0,00 
Kieralbumin denat. . . | 0,20 0,75 0,09 > — 0,18 | 0,35 
Serumalbumin denat. . | 0,08 0,51 ~ — 0,52 — 
Fibrin (Merck) . . .]| 0,20 1,2 — {je 1,04 — 
Gelatine. . . . . .] 0,60 0,60 0,23 | 0,40) 1,45; — 
Casein’). . . . . . |] 0,40 0,80 0,19 | 0,26 | 052) -— 
Histonsulfat . . . .]| 0,20 0,96 0,24; 0,42) 103 | — 
Clupeinsulfat . . . . | 0,20 0,55 0,23 — | — - 
Albuminpepton (Merck) | 0,40 0,55 0,34 | 0,62 | 2,02 | 2,67 


Die Dipeptidase vermag auch in langen Versuchszeiten 
und bei Anwendung groBer Enzymmengen keinen der gepriiften 
tiweiBkérper zu spalten (Tab. 5). Dagegen erweist sich das 
Knzym in seiner vorliufig erreichbaren Reinheit nicht als 
wirkungslos gegeniiber dem Merckschen Albuminpepton. Dieser 
Befund steht in einem gewissen Gegensatz zu den Ergebnissen 
der von Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern mit Darm- 
und Pankreaserepsin angestellten Versuche, die allerdings mit 
geringerer Substratkonzentration und mit erheblich (3—5 mal) 
geringerer Enzymmenge bei einer Spaltungsdauer von nur 
2 Stunden durchgefiihrt. sind.) Es bleibt abzuwarten, ob die 
Spaltungsfahigkeit des Hefeenzyms fiir dieses Substrat gleich- 


1) Versuch ausgefiihrt bei py = 7,2, eingestellt durch m/30-Phosphat- 
gemisch. 

2) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 149, 
S. 203 (1925), u. zwar 8. 217; E. Waldschmidt-Leitz u. A. Schaffner, 
Diese Zs. Bd. 151, S. 31 (1925/26), u. zw. 8. 55. 
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zeitig mit der Entfernung der letzten Spuren der Polypepti- 
dase (vgl. oben, Abschnitt 2) verschwinden wird. 


Tabelle 5. 


Verhalten der Hefedipeptidase zu Proteinen. 
(py = 7,8, eingestellt durch m/30-Phosphatgemisch; Vol. 10 ccm; 40°. 
Spaltung gemessen in cem n/5-KOH.) 





























Dipepti- Spaltung nach Stunden 
Substrat g | dase (Ein-| _ (ccm n/5-KOH) 

heiten) 4 | 24 | 48 
Eieralbumin nativ. . . | 0,20 1,5 0,04 0,00 0,04 
Eieralbumin denat. . . | 0,20 1,5 0,08 | 0,01 | —0,03 
Fibrin (Merck) . . . . | 0,20 1,5 ss ne 0,03 
Geletiuse . . «sw se 5 Be | — | 0,05 ek 
Come 2. ss ss @ e 5 ee 0,7 0,03 | 0,01 0,05 
Histonsulfat . - | 0,20 1,5 -~ 00 . — 
Albuminpepton (Merck) . | 0,40 0,7 0,27 1,24 | 1,80 


4. p, -Abhangigkeit der Polypeptidase. 

Die p,,-Abhangigkeit der Spaltung von Alanyl-glycylglycin, 
mit dipeptidasefreiem Enzymmaterial ermittelt, ergibt sich aus 
den Werten der Tab. 6 und der Figur. Die héchste Spal- 
tungsgeschwindigkeit ist bei p,, = 7,0 gemessen worden. Aber 
auch bei p,, = 6,4 findet man die Wirksamkeit noch wenig 
vermindert. Unter Beriicksichtigung des gesamten Kurven- 
verlaufes diirfte das Spaltungsoptimum eher ein wenig auf 
der sauren Seite des Neutralpunktes, zwischen etwa p,, = 6,7 
und 7,0 anzusetzen sein. Der Abfall der Aktivitét nach der 
alkalischen Seite ist steil, und bei p,, = 7,8, dem Optimum 
der Dipeptidase, betrigt die Wirkung nur noch die Hilfte 
der maximalen. Es bleibt zu untersuchen, ob die elektro- 
chemische Natur des Substrates fiir den Verlauf der Kurve 
von Bedeutung ist. 


Nach vorliufigen Versuchen, deren Durcharbeitung noch nicht ab- 
_ geschlossen ist, wird die Wirksamkeit der Hefepolypeptidase in Gegen- 
wart von Phosphatpuffer sehr erheblich geringer gefunden, als mit 
Ammonchlorid-Ammoniakmischungen gleicher Reaktion. Um derartige 
Einfliisse verschiedener Puffermischungen zu vermeiden und die Be- 
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dingungen der iibrigen Versuche nach Méglichkeit beizubehalten, verfubr 
man so, dab man die ammonsalzhaltigen Hydrolysenmischungen, deren 
Zusammensetzung im iibrigen den Versuchen der Tabellen 2 und 3 ent- 
sprach, durch Zugabe geeigneter Mengen von Essigsdure auf die ge- 
wiinschte Aciditét brachte. In dem eingehaltenen Bereich war, wie aus 
den nach dem colorimetrischen Verfahren durcbhgefihrten Bestimmungen 
hervorgeht, die Konstanz der Wasserstoffionenkonzentration trotzdem 
eine recht gute. 
Tabelle 6. 
Pyh-Abhangigkeit der Hefepolypeptidase. 
(Substrat Alanyl-glyeylglycin.) 

1,01 mg d,]-Alanyl-glycylglyein, krystallwasserfrei (= ' ,-Millimol 1(+)- 
Peptid), 0,25 Trypsineinheiten, 0,10 cem 2,5 n-NH,, 0,40 ecm n/2-Ammon- 
chlorid mit wechselnden Mengen von n/1-Essigsiure; Vol. = 5,0 cem; 
40°; Spaltungszeit 1 Stunde. Acidititszuwachs gemessen mit n/20-KOH. 





Zusatz an Py der Versuchs- | _ 
n 1-Essigsaure mischung Spaltung (ccm 


scat sveaneneenaerinseangieneiesioneiaenet n 20-KOH) 
(ccm Beginn Ende 

















0,36 5,5 5,4 1,21 

0,29 6,4 6,4 3,47 

0,22 7,0 7,1 3,89 

0,17 7,4 7,5 3,22 

0,00 , ES 7,9 1,60 
ad 
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Pp), Abhangigkeit der Hefepolypeptidase. 
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5. Zur Beziehung zwischen der Polypeptidase und dem tryp- 
tischen Enzym der Hefe. 

Aus den Versuchen des zweiten und dritten Abschnittes 
ergibt sich, daB in den Restlésungen der Tonerdeadsorption~ 
die Wirksamkeit gegen T'ri- und Tetrapeptide ungefahr gleich- 
zeitig mit der tryptischen Wirkung verschwindet und daB sie 
in den Elutionen zusammen mit dem Trypsin angetroffen wird. 

Ks war zu priifen, ob auch in den bei unvolikommener Schei- 

dung der Enzyme erhaltenen Fraktionen die Wirkung auf 

Polypeptide mit der tryptischen parallel gehen wiirde. Es 

wird allerdings erst die Ausarbeitung einer Bestimmungs- 

methode der Polypeptidase bei optimalem p,, und die Unter- 

suchung der in Betracht kommenden aktivierenden und hem- 

menden Hinfliisse notwendig sein, ehe exakt entschieden werden 

kann, ob die Triger der beiden Enzymwirkungen identisch 

sind. Die vorlaufig unternommenen, rein orientierenden Ver- | | 
suche geben keinen sicheren Anhaltspunkt fiir die Annahme 
einer Verschiedenheit des polypeptidspaltenden und des tryp- 
tischen Enzyms. 

Zu den Versuchen der Tab. 7, in welcher die Spaltungs- 
fahigkeit fiir Leucylglycin und fiir Diglycyl-glycin mit der an 
der Gelatinehydrolyse gemessenen tryptischen Wirkung ver- 
clichen wurde, diente 

A. ein frisches Rohautolysat, 

B. eine aus A. erhaltene Phosphatelution aus Tonerde- 
adsorbat, die dank der Anwendung einer reichlichen Tonerde- 
menge noch 14°/, der Dipeptidase neben 40°/, des urspriing- 
lichen T'rypsins enthielt, 

C. eine durch 2 malige Adsorption (gemaB Abschnitt 4 der 
vorausgehenden Arbeit) erhaltene Elution des  tryptischen 
Knzyms, in der sich bei langer Spaltungszeit noch gering- 
liigige Spuren der Dipeptidase nachweisen lassen, 

)). eine trypsinfreie Restlésung der Dipeptidase. 

Als Maf der gegeniiber den Peptiden wirksamen Enzym- 
menge gilt hier vorliufig der reziproke Wert derjenigen Zeit ¢, 
die zur Erzielung ciner Spaltung von 10°/, des Substrates 
(Aciditatszuwachs 0,50 ccm) benétigt wird; sie ist durch Inter- 
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polation ermittelt. Der Quotient aus der Spaltungsfahigkeit 
gegeniiber Diglycylglycin 1/¢, und aus der Anzahl £ der nach 
der Gelatinemethode ermittelten Trypsineinheiten, Q = 5 
sollte annahernd konstant bleiben, wenn die Wirkung auf das 
Protein und auf das Tripeptid von dem gleichen Enzym ausgehen. 


Tabelle 7. 


Vergleich des Spaltungsvermégens fir Gelatine, Diglycylglycin und 








Versuch 


D 





Leucylglycin in Fraktionen der Tonerdeadsorption, 


| 























In den angegebenen und einigen weiteren Beispielen e1 
geben sich nur ebb und-kaum auBerhalb der betriicht- 
lichen Fehlergrenzen der Methode liegende Verschiebunge 


wii 
“— 


dieses Verhi init s, wihrend gleichzeitig der Quotient aus 
dem W ‘ceaanevenaiteniin gegeniiber Leucylglycin und aus der 
Anzahl der Trypsineinheiten in weitesten Grenzen variiert. 

Im ausgesprochenen Gegensatz zum dipeptidspaltenden 
Enzym biiBt die Polypeptidase beim Altern an Wirksamkeit nicht 
erheblich ein; sie ist ebenso haltbar wie das tryptische Knzym. 
In einer nach dem iiblichen Verfahren gewonnenen dipeptidase- 
freien Elution war bei liingerem Aufbewahren im Eisschrank 
keine Veriinderung im Wirkungsvermégen gegen die beiden 
Substrate zu beobachten. 

Alter der Enzymlésung + 20 37 Tage 


Wirkung auf Gelatine (4 ccm 
Enzy misg. .. Bedingungen der 
Best.-Methode) . .... . 1,82 1,37 — eem un 5-KOH 


Wirkung auf Leucylglyeylglycin 
(2 cem Enzymlsg., 2 Stdn. Be- 
dingungen wie Tab. 3) . . . 3,17 3,20 3.10 eem n/20-KOH 


E aso Spalta ing nach Stdn. ; 
nzym- = ‘ass loam 9 O 
15 = n Su bstrat 4 > + mS (eem n/20- KOH) 1V 9 fJj= 
Ost or 8 . v rm 
jsung ak ——__—— (Min.) Est 
Sy “OS l 2 4 24 
semnmten ee A EN EO = — — — a a —_ . 
Rohautolysat] Leucylglycin 0,028 [3,01 4,61 4,95}; — 9 4,0 
Diglycyiglycin 0,028 {0,04 — 0,29)1,57] 445 U,05 
. Elution Leucylgly cin 0,06 2,99 4,55 4,90} — 10 1.7 
Dig lye ylg orl lyein 0,06 0,22 0,44 | 0,5 2,40 135 0,12 
2. Elution Leueylglycin 0.19 100 — 0.11/0.63] 1200 OO 
“*% *~ ~ * ; ~ e~ 0 -— i 
Diglycy] gly ein 0,19 0,62 1,16 1,50) 3,20 40 0,18 
Restlésung | Leucylglycin 0,00 |2,.40,4,20 4,90} — 12 £ 
| Diglycylglycian 0,00 0,00' 0,00 — |0,04] « | — 





22() Wolfgang Grassmann, Dipeptidase u. die Polypeptidase der Hefe. 


Auch ein friiher nach anderem Freilegungsverfahren ge- 
wonnenes und nach zweimonatlicher Alterung durch Aceton- 
fillung isoliertes Trockenpriparat des Hefetrypsins (praktisch 
frei von Dipeptidase’), dessen tryptische Wirksamkeit nach ~ 
fast 2jahriger Aufbewahrung nicht gelitten hatte, zeigte eine 
betrichtliche Wirksamkeit gegen Leucyl-glycylglycin. Aber sie 
betrug doch nur ungefaéhr 1/, von derjenigen, die man nach 
der tryptischen Wirksamkeit gem&éB den Versuchen der Tab. 3 
hatte erwarten diirfen. Es ist noch nicht zu entscheiden, ob 
hier eine Verschiebung im Mengenverhaltnis der Enzyme 
wirklich vorliegt, oder ob sie durch den EKinflu8 aktivierender 
und hemmender Begleitstoffe vorgetiuscht wird. 

20 mg Trockenpriparat (0,20 Trypsineinh.) hydrolysierten '/, Millimol 
d,l-Leucyl-glyeylglycin bei py = 7,8 und unter den Bedingungen der 
‘Tab. 3 a) in einer, b) in 4 Stunden, entsprechend einem Aciditétszuwachs 
von a) 0,78, b) 2,12 cem n/20-KOH. 


Herrn cand. chem. H. Dyckerhoff danke ich fiir experi- 
mentelle Mithilfe bei der Darstellung der bendtigten Peptide. 


Kis ist mir eine angenehme Pflicht, der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft fiir die zur Verfiigung 
gestellten Mittel ergebenst zu danken. 





') M. Willstitter u. W. Grassmann, a. a. O., 8. 174. 
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Zur Kenntnis der Hexosen-Redoxase der Leber. 
Von 
Hans vy. Euler, Ragnar Nilsson und Dagmar Runebjelm. 


Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1927. 


Wir haben friiher die Annahme gemacht'), daB im all- 
gemeinen bei dem enzymatischen Kohlehydratabbau, insofern 
er iiber Glucose als Zwischenstufe geht, eine primaire Um- 
wandlung der Glucose stattfindet, die den folgenden Reaktionen 
wie Phosphorylierung und z. B. in den Milchsaiurebakterien der 
Milchsaurebildung oder in der Hefe der CO,-Entwicklung zu- 
grunde liegt. 

Die bei dieser Umwandlung auftretenden Intermediir- 
produkte kénnen bei der Methylenblaureduktion als Wasserstoff- 
donatoren ausgenutzt werden, und es liegt somit nahe, die Er- 
scheinung der Methylenblaureduktion als ein, allerdings nicht 
eindeutiges, Reagens auf diese Glucoseumlagerung anzusehen. 
Die Glucoseumlagerung selbst diirfte mit den eigentlichen 
Oxydoreduktionen in enger Beziehung stehen, wenn auch zu- 
nichst eine eigentliche Cannizzaroreaktion nicht in Erscheinung 
tritt. Da wir — mit obiger Einschrinkung — die Umwand- 
lung im Sinne einer Dismutation der Glucose auffassen, kénnen 
wir die Redoxase, die bei dem Glucoseabban wirksam ist, 
kurzweg als Mutase bezeichnen. 

Bei der Hefe, die auf Glucoseabbau eingestellt ist, wirkt 
Zymophosphat (bzw. die aus Zymophosphat entstandene Bio- 
glucose) als vorziiglicher Donator. Succinat wirkt hier schlecht 
oder gar nicht. Im Muskel dagegen, wo der Succinateffekt 


') Euler, Nilsson u. Jansson, Diese Zs. Bd. 165, S. 121 (1927). 
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sehr stark ist, ist die Zymophosphatwirkung in verschiedenen 
Fallen sehr verschiedenartig. 

Wir nehmen an, daB die Methylenblauentfairbung durch 
Muskel zum grofen Teil durch die Wirkung von Dehydro- ~ 
genasen zustande kommt, die mit der eben besprochenen Glu- 
coseumwandlung nichts zu tun haben. Die bei dem Glucose- 
abbau im Tierkérper wirksame Redoxase diirfte mit dem 
Enzym in der Hefe und in den Milchsiurebakterien identisch sein. 

Wir fassen also die Mutase (und ihr Co-Enzym, die Co- 
Zymase) als ein auf Dismutation spezifisch eingestelltes Enzym 
auf, das zu den wahren Oxydationskatalysatoren im Tierkérper, 
wie Himoglobin, keine direkte Beziehung hat. Mit der At- 
mungsintensitit ist nach unseren jetzigen Erfahrungen die 
Mutase nicht ohne weiteres in eine einfache Beziehung zu 
setzen. (Frische Unterhefe atmet kraftig, reduziert aber 
Methylenblau schlechter als getrocknete Unterhefe, wo das 
Atmungsvermégen verloren gegangen ist.) 

Im Tierkérper findet man die Kohlehydrat-Redoxase oder 
Kohlehydrat-Mutase in gréBter Konzentration wohl in der Leber.’) 

Die grundlegenden Untersuchungen iiber die Rolle dieses 
Leberenzymes als Katalysator der Cannizzaroschen Reaktion 
stammen von Parnas®*), sowie von Batelli und Stern.’) Wir 
werden bald eingehend auf diese Arbeiten zuriickkommen. 

Wir gehen jetzt zur Beschreibung unserer Versuche iiber. 

Die Leberextrakte wurden immer durch Reiben von Leber 
mit den gleichen Teilen Sand und Wasser dargestellt. Wo 
nicht anders angegeben ist, wurde Kiskiihlung verwendet. Die 
Priifungsmethode war die gewoéhnliche Methylenblaumethodik. 
Die Mb-Lésung enthielt 0,5g Mb (Merck) pro 1000ccm. Als 
Puffer wurde eine 0,3 mol. Na, HPO,-Lésung p,, =8,3 verwendet. 

Versuchstemperatur bei den Aktivitatsbestimmungen 
immer 20° 





1) Uber die Aktivierung durch Glykogenzusatz bei der Mb - Ent- 
firbung durch Muskel siehe Euler, Nilsson u. Jansson, Diese Zs. 
Bd. 165, S. 121 (1927). 

*) Parnas, Biochem. Zs. Bd. 28, 8. 274 (1910), 

3) Batelli u. Stern, Biochem. Zs. Bd. 29, 5. 130 (1910). 
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Tabelle LI. 
Rattenleberextrakt. 
N 0,5cem Mb + 0,5cem Puffer+i1cem | Entfirbungszeit 
NY. ° 
Leberextrakt (Min.) 
i. << Giuy Weee Gao SS 8 ES 4,5 5,0 
$. 4 0,5 cem 0,5 mol. Glucoselésung . . . 5,0 5,5 
5. 6. 0,5 cem 0,5 mol. Fructoselésung . . . 5,5 6,0 
i. & 0,5cem Blutserum ....... 4,0 4,0 








Die Glucose- und Fructoselésungen waren aufgekocht. 
Das Blutserum war aus frischem Rattenblut dargestellt. Mit 
Glucose oder Fructose also keine Aktivierung, was auch wohl 
kaum zu erwarten war, da der Leberextrakt schon im voraus 
betrichtliche Mengen Donatoren enthielt. Durch Zusatz von Blut- 
serum jedenfalls keine Verzégerung. Wie auBerordentlich stark 
die Wirkung vom Leberextrakt ist, geht aus dem Vergleich mit 
analog dargestellten Extrakten aus Kaninchenmuskulatur hervor. 


Tabelle I. 


Kaninchenmuskulaturextrakt. 














Nr 0,5cem Mb + 0,5 cem Puffer + 1cem | Entfarbungszeit 

j Muskelextrakt (Min.) 
i. & a Nach 5 Stunden 
3. 4. 0,5 cem 10°/,iges Na-Zymophosphat | noch stark gefirbt 


Bestimmungsmethode der Redoxase (Mutase). 


DaB bei der Oxydoreduktion der Zymohexosen ein Co- 
Enzym beteiligt ist, wurde zuerst von Harden und Norris?) 
wahrscheinlich gemacht. Weiche Rolle die Donatoren dabei ge- 
spielt haben, lift sich schwer beurteilen, wie auch in der Lite- 
ratur éfters hervorgehoben wurde. Den endgiiltigen Beweis fiir 
die notwendige Mitwirkung eines Co-Enzyms findet man in der 
Mitteilung von Euler und Nilsson. 

Zuerst wurde der Einflu8 von Co-Zymase studiert. Die 
Co-Zymaselisung, die zu den folgenden Untersuchungen 
benutzt. wurde, war auf folgende Weise gereinigt. Dialyse, 





1) Harden u. Norris, Biochem. Jl. Bd. 8, S. 100 (1914); Bd.9, 
S. 380 (1915). 
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zweimalige Bleifallung, Fiillung mit Hg NO,),, Entfernung vom 
Hg durch H,S, Fallung von Verunreinigungen mit Pikrinsiiure, 
Entfernung der Pikrinsiiure durch Schiitteln mit Ather, Fil- 
lung von NaOH, Zersetzung der Fiillung mit H,S. 

Das Priparat hatte hiernach eine Aktivitiit von 160 ccm 
CO,/Stunde pro leem. ACo=5700. Es wurde mit etwa dem 
halben Volumen NaOH neutralisiert. 

Wo nicht anders angegeben ist, wurden im folgenden die 
Leberextrakte aus frischen Rattenlebern dargestellt. 

Der zu den folgenden 3 Versuchsreihen (die Tabb. II], IV 
und V) benutzte Rohsaft hatte ein Trockengewicht von 0,0775 ¢ 


pro lccm. 
Tabelle ILI. 


Ohne Co-Zymase. 








Nr. 0.5 eem Mb + 0.5eem Putter + Entfirbungszeit 

1. 1 cem Extrakt + 0,50 cem Wasser 4,5 Minuten 

2. 0,50 eem Extrakt + 1,00 ceem Wasser 12,0 se ‘ 
3 0,25 eem Extrakt + 1,25 cem Wasser | Nach 3 Stdn. noch gefiirbt 

4, 0,20 eem Extrakt + 1,30 cem Wasser nS) 

5. 0,10 cem Extrakt + 1,40 cem Wasser ~ © ws 








Die Entfarbungsgeschwindigkeiten sind also den zugesetzten 
Extraktmengen keineswegs proportional. 


Tabelle LV. 


Co-Zymasezusatz. 




















, 0,5 ecem Mb + 0,5 eem Puffer + 0,5cem | Entfirbungszeit 
Nr. . : 
Co-Zymase +- (Min.) 
1. 1 eem Extrakt 3,0 
2. 0,50 eem Extrakt + 0,50 cem Wasser 7.0 
8. 0,25eem Extrakt + 0,75 eem Wasser 25,0 
4, 0,20 eem Extrakt + 0,80 cem Wasser 46,5 
5. 0,10 cem Extrakt + 0,90 cem Wasser 84,5 


Die Co-Zymaselisung: Verdiinnung 1:5. 


Auch in Gegenwart von Co-Zymase wira keine genaue 
Proportionalitit erreicht. 
Donatorenmangel. 


Sebr wahrscheinlich beruht dies auf 
Bei Wahl von Donator kommen in erster 
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Linie in Betracht Glykogen und Zymophosphat, aus welche 
durch die Wirkung von Glykogenase bzw. Phosphatase eventl. 
Bioglucose in Freiheit gesetzt und dann yon der Mutase unte1 
Dismutation angegriffen wird. 

In der Tab. V sind einige Versuche mit verschiedenen 
Donatorsubstanzen eingefiihrt. 


Tabelle Y. 








x 0,5eem Mb + 0,5 cem Puffer + Entfiirbungszeit 
0,5 cem Co-Zymase + 0,5 ccm Extrakt + (Min.) 
 & 0.5 eem Wasser... +s «© « @ @ 43.5 42,0 
4, 0,5eem 1°,ige Glykogenlisung . . . 33,5 32,5 
D G, 0,5 cem 5°/,ige Zymophosphatlésung , 13,5 13,0 
7. Ss 0,5 eem Na-Sueeinatlisung . .. . . 25.0 23,0 








Die Na-Suceinatlésung enthieit 3 g Bernsteinsiiure pro 1000 cem. 
Die Co-Zymaselésung: Verdiinnung 1: 5. 
Der Extrakt: Derselbe wie in den Tabb. III und IV, jedoch in Ver 
diinnung 2:5. 
re ‘ . . 1 4 adi . . oe 
Wie ersichtlich, wird die gréBte Aktivierung durch Zymo- 
phosphatzusatz erreicht. 
Tabelle VI. 
Gleichzeitige Gegenwart von Co-Zymase und Zymophosphat. 


Die Co-Zymase-Zymophosphatmischung hatte die Zusammensetzung: 
1,5eem Co-Zymase + 6 cem 5°/,ige Na-Zymophosphatlésung. 











\y 0.5 cem Mb + 0,5 cem Puffer + 0,5 cem Entfirbungszeit 
Co-Zymase—Zymophosphatmischung (Min.) 

1. ee |) a a ae 1d 

2. 0,50 eem Extrakt + 0,50 eem Wasser . 3.25 

3, 0,25 ecem Extrakt + 0,75 cem Wasser . 6,5 

4, 0,10 eem Extrakt + 0.90 ceem Wasser . 20,0 

5. 0,05 eem Extrakt + 0,95 eem Wasser . 46,5 


Trockengewicht von 1 cem Leberextrakt 0,0828 g. 


Wie ersichtlich, erreicht man bei gleichzeitigem Zusatz 
von Zymophosphat und Co-Zymase recht gute Proportionalitiit 
zwischen Knzymmenge und Entfirbungsgeschwindigkeit. Wir 
wollen jedoch hier hetonen, daB die Reaktionsgeschwindigkeit der 
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Mb-Reduktion nicht als eine eindeutige Funktion der Redoxase 
angesehen werden darf. Im Falle, wo z. B. Zymophosphat als 
Donatorsubstanz wirksam ist, ist die Entfirbungsgeschwindigkeit 
wohl auch von der vorhandenen Phosphatasemenge abhiingig.") 
Die bis jetzt benutzte Na-Zymophosphatlésung war aus 
Candiolin tiber das Ba-Salz dargestellt und hatte mit guter 
Anniherung die Analysenformel des Diphosphates. Von diesem 
reinen Diphosphat stand uns jedoch nur eine beschriinkte 
Quantitat zur Verfiigung. Wir sind darum im folgenden zu 
einem anderen Na-Zymophosphatpriparat (Elberfeld) iiber- 
gegangen. Nach friiheren Versuchen beschleunigt dieses Prii- 
parat (bei kleiner Menge nicht ausgewaschener Trockenhefe) 
die Mb-Entfarbung kriiftiger als das reine Diphosphat. Jedoch 
beruht dies wohl nur darauf, da das Zymophosphatpriparat 
Klberfeld Co-Zymase enthilt, was auch der Darstellungsmethode 
zufolge (Alkoholfallung) sehr wahrscheinlich ist. Bei vorliegen- 
den Versuchen stért ein Co-Zymasegehalt des Zymophosphat- 
priiparates nicht, da zu jeder Probe Co-Zymase im Uberschub 
zugesetzt wird. Durch einige Proben haben wir uns davon 
iiberzeugt, daf das Zymophosphatpraparat Elberfeld zu unseren 
Versuchen anwendbar ist. 
Co-Zymase-Zymophosphatmischung 1: 4 cem 5°/,ige, reine Diphosphat- 
lésung +- 1 cem Co-Zymase. 
Co-Zymase—Zymophosphatmischung 2: 4eem 5°/,ige Zymophosphatlése. 
Elberfeld + 1 eem Co-Zymase. 
Trockengewicht von dem zu den zwei folgenden Versuchs- 
reihen benutzten Leberextrakt 0,1016¢ pro 1 ccm. 


Tabelle VIL. 
Reines Diphosphat. 








Nr 0,5 eem Mb+0,5 eem Na,HPO,+0,5 cem | Entfirbungszeit 
re Co-Zymase-Zymophosphatmischg. 1 + (Min.) 

i. 0,50 cem Extrakt + 0,50cem Wasser . 2,0 

2. 0,25 cem Extrakt + 0,75 ecem Wasser . 4,75 

3. 0,10 eem Extrakt + 0,90 eem Wasser. 13,75 





') Das Vorkommen yon anderen Dehydrogenasen, wie z. B. von 
Suecinodehydrogenase, kompliziert die Untersuchung noch weiter. 





ho 
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Tabelle VIII. 
Zymophospbat Elberfeld. 





x 0,5 cem Mb+0,5 cem Na,HPO,+0,5 cem | Entfirbungszeit 

Nr. , a: 
Co-Zymase—Zymophosphatmisehg. 2 + (Min.) 

1. 0,25 cem Extrakt + 9,75 cem Wasser . 4,25 

2 0,10 eem Extrakt + 0,90 eem Wasser . 12,0 








Wie ersichtlich, gehen die Differenzen bei Verwendung 
der zwei Zymophosphatpriiparate kaum iiber die Versuchsfehler 
hinaus. 

Die Zusammensetzung der Proben war im folgenden: 


0,5 cem Mb + 0,5 eem Na,HPO, + 0,5 cem Co-Zymase—Zymophosphat- 
mischung 2 + x ecm Enzympriparat + (1—-x) eem Wasser. 


Wirksamkeit der Enzympraparate. 
Die Charakterisierung unserer Enzympriiparate nach der 
alleemeinen Formel 
ie I; : or Substrat_ 
ge Knzympriaparat 
oder, wenn & von der Substratkonzentration unabhingig ist, 
nach der Formel 
sa ls g ae 
s 
wird dadurch erschwert, daB bei der Methylenblaumethodik, 
schon zufolge geringer Triibung und HKigenfarbe der Enzym- 
lésungen, der Zeitpunkt der teilweisen (etwa halben) Entfairbung 
schwer zu bestimmen, und somit 4 nur sehr approximativ zu 
ermitteln ist. Am SchluB unserer Arbeit kommen wir zu diesem 
Punkt zuriick, 
Zum Vergleich driicken wir einstweilen Aktivitit und Rein- 


heitsgrad in folgender Weise aus: 


oe 1 
Aktivitat = —— a 
ecm Enzympriparat - Entfairbungszeit (Min.) 

1 





Reinheitsgrad = 
5 g Enzympriparat - Entfiirbungszeit (Min.) 


Dabei wird die Zeit bis zur volligen Entfirbung in Rechnung 
gesetzt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXVII, 16 
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Hitzeinaktivierungsversuche. 


Versuche iiber die Thermostabilitat der Dehydrogenasen 
hat bereits Thunberg?) angestellt; sie sind von seinen Schii- 
lern und Mitarbeitern erweitert und verfeinert worden. Wir 
haben die Thermostabilitit bei drei verschiedenen Temperaturen 
gepriift. Diese Inaktivierungsversuche geben selbstverstandlich 
nur AufschluB iiber die Thermostabilitat des ganzen Enzym- 
komplexes, der bei der Methylenblauentfirbung unter den ge- 
wihlten Versuchsbedingungen wirksam ist. 


Inaktivierungsversuch 40°. 

Der Extrakt wurde im Wasserbade bei 40° 1 Stunde erwirmt und 
dann unmittelbar im Eisbad gekiihlt. Hier, wie bei den folgenden In- 
aktivierungsversuchen, wurden Anstalten getroffen, um Volumeniinde- 
rungen zu vermeiden. Der Extrakt, der zu diesem Versuch benutzt wurde, 
war zuerst zentrifugiert. Trockengewicht von 1 cem 0,0739 g. 


Tabelle IX. 


Aktivititsmessung vor der Inaktivierung. 


























Nr. Zusatz (Min.) | Aktivitit 
i‘, 1 eem Enzym 2,0 0,50 
2. 0,50 cem Enzym + 0,50 cem Wasser 3,75 0,53 
8. 0,25 eem Enzym + 0,75 cem Wasser 6,75 0,59 
4, 0,10 eem Enzym + 0,90 ecm Wasser 17,5 0,57 
Aktivitaét (Mittel) = 0,55. Reinheitsgrad = 7,5. 
Tabelle X. 
Aktivititsmessung nach Inaktivierung bei 40°. 
Nr. Zusatz Min. Aktivitit 
1. 1 cem Extrakt ae 2,75 0,36 
:. 0,50cem Extrakt + 0,50 cem Wasser 5,25 0,38 
8. 0,25eem Extrakt + 0,75 cem Wasser 10,5 0,38 
4, 0,10cem Extrakt + 0,90 ccm Wasser 26,0 0,38 





Wirksamkeit nach der Inaktivierung = 


Aktivitit 0,38. 








0,38 


0,55 





100 = 69 “a. 


') Thunberg, Skand. Arch. f. Physiologie Bd. 40, S. 1, und zwar 
S. 80 (1920); Ahlgren, ebenda Bd. 47, Suppl. S. 73 ff. (1925). 
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Inaktivierungsversuch 60° 
Der Versuch wurde mit einem ungereinigten Leberextrakt gemacht. 
{rhitzung 15 Minuten im Wasserbade bei 60°. 


Tabelle XI. 


Aktivitétsmessung vor der Inaktivierung. 




















Nr. Zusatz Min. Aktivitiit 
a 0,75 cem Enzym + 0,25 cem Wasser 1,25 1,07 
2. 0,50 com Enzym + 0,50 cem Wasser 2,0 1,00 
8. 0,25cem Enzym + 0,75 ccm Wasser 5,5 0,73 


Aktivitit (Mittel) = 0,93. Trockengewicht von 1 cem Priiparat 0,0994 ¢ 
Reinheitsgrad = 9,4. 


Tabelle XII. 


Aktivitiitsmessung nach Inaktivierung bei 60°. 





od 

















Nr. Zusatz Min. Aktivitit 
1. Leem Emsym . 6. 6 2 t 2 6,25 0,16 
2. 0,75 cem Enzym + 0,25 ccm Wasser 8,00 0,17 
3. 0,50 cem Enzym + 0,50 cem Wasser 13,5 0,15 
4. 0,25 cem Enzym +4- 0,75 cem Wasser 26,5 0,15 

Aktivitaét (Mittel) = 0,16. 

Wirksamkeit nach der Inaktivierung = aa ¢ 100 = 17°/,. 

595 


Inaktivierungsversuch bei 80°. 
Der Versuch wurde mit demselben Priparat gemacht wie der In- 
aktivierungsversuch bei 60°. Erhitzungsdauer 15 Minuten. 


Tabelle XIII. 


Aktivititsmessung nach Inaktivierung bei 80°. 














Nr. Zusatz Entfairbungszeit 
a. leom Emsym ....5242. Nach 3 Stunden 
2. 0,75 com Enzym + 0,25 eem Wasser kaum merkbar 
3. 0,50 cem Enzym + 0,50 ccm Wasser entfirbt. Uber 
4, 0,25 com Enzym + 0,75 cem Wasser Nacht entfirbt. 


Durch 15 Minuten Erhitzung bis 80° wird also fast vollstindige 
Inaktivierung erreicht. 
16* 
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Das Temperaturgebiet der halben Inaktivierung in 60 Min. 
liegt also bei 45—50°; es ist also etwa das gleiche wie das 
der Blutkatalase.!) Ein Wert fiir &, liBt sich hier kaum be- 


rechnen. Nach der Formel 
Q(T,—T,) , 
, age Moe 


2 c ’ 
welche bekanntlich fiir Enzymzerstérung nur angeniihert gilt, 
liBt sich Q zu etwa 130000 schitzen. 


Reinigungsversuche. 

Kin roher Leberextrakt (Aktivitiét 0,89, Trockengewicht 
pro 1 ccm 0,1016 g, Reinheitsgrad 8,8, siehe Tab. VIII) wurde 
scharf zentrifugiert. Die Lésung hatte danach die Aktivitit 0,55, 
Trockengewicht pro 1 ccm 0,0739 g und den Reinheitsgrad 7,5 
(siehe Tab. 1X). Durch Zentrifugieren wurde also keine Trennung 
von Enzym und Verunreinigungen erreicht. 


Isoelektrische Ausfallung von Eiweifstoffen aus 
Losungen von Leber-Redoxase.*) 


Zu den zwei folgenden Reinigungsversuchen wurde derselbe 
Rohsaft verwendet. 


Tabelle XIY. 
Aktivitiit des Rohsaftes. 

















Nr. Zusatz Minuten Aktivitiit 
.. 1 ecm Extrakt brani 1,5 0,67 
2. 0,50 cem Extrakt + 0,50 eem Wasser 3,0 0,67 
8. 0,25 eem Extrakt + 0,75 ceem Wasser 7,25 0,55 
4. 0,10 cem Extrakt + 0,90 ccm Wasser 20,25 0,50 


Aktivitiit (Mittel) 0,60. Trockenwicht pro 1 eem 0,0865 g. 

Reinheitsgrad 6,9. 

Kin Teil des Extraktes wurde mit Essigsiiure gefallt. Die 
Fiillung wurde abzentrifugiert. Die Lésung war dann klar, aber 
stark rot gefirbt. 


') Vgl. Euler, Chemie der Enzyme, 38. Aufl., I. Teil, S. 259 (1925), 
*) Uber Lisungen yon pflanzlichen Reduktasen vgl. Thunberg, 
Verh. d. XII. intern. Physiologen-Kongresses in Stockholm 1926, S. 161. 
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Tabelle XV. 


Aktivitiitsmessung. 














Nr. Zusatz Minuten Aktivitit 
1. leom Baaya sk ee 3,75 0,2 

2. | 0,25 cem Enzym -+ 0,75 ccm Wasser 15,0 0,27 
24 0,10 cam Enzym + 0,90 com Wasser 48,0 (0,21 


Aktivitat 0,27. Trockengewicht pro 1 ecm 0,04388 g. 
Reinheitsgrad 6,1. 
5 ccm Rohsatt wurden mit 0,5 ccm Kaolinsuspension (ent- 
sprechend 0,0:25 ¢) versetzt und dann nut einigen ‘Tropten 
) oO Oo 


n/1l-Essigsiure gefallt. Die Fallung wurde abzentrifugiert. 
3S oO o oO 


Tabelle XVL. 


Aktivititsmessung. 
& 











Nr. Ausatz Minuten Aktivitiit 
2 i cem Enzym 4,75 0,21 
. 0.25 ceem Enzym + 0,75 cem Wasser 17.0 O,24 


Aktivitiit 0,23. Trockengewicht pro 1 « 


‘ci 0,0409 g. 


Reinheitsgrad 5,6. 


Sorptionsversuch. 
Die Sorption aut Kaolin wurde gepriift. Ausgangsimaterial 
war ein mit Essigsiure gefillter Rohsaft. 
Tabelle XVIL. 


Aktivitat des Ausgangspriparates. 














Nr. Zusatz Minuten Aktivitit 
L. 1eem Enzym 26,5 0,037 
2. | 0,75 cem Enzym + 0,25 com Wasser 43,0 0,03 1 
3. | 0,50 com Enzym + 0,50 com Wasser 58,0 0,034 
. 0,25 cem Enzym + 0,75 cem Wasser 100,0 0,040 


Aktivitiit (Mittel) 0,036. 
Reinheitsgrad 1,1. 


Trockengewicht pro 1 cem 0,0324 g. 


7 ccm dieses Priparates wurden mit 2 ccm Kaolinsuspension 





>) 
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(entsprechend 0,5 g + 0,45 ccm n/1-Essigsiure) versetzt. 
1/, Stunde Schiitteln wurde abzentrifugiert. 
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Nach 


Das Zentrifugat wurde in 7 ccm Wasser aufgeschlammt. 
Die Aktivitat der Suspension wurde gepriift (Tab. XVIII). 
Dann wurde NH, bis eintretende Rotfarbung gegen Phenol- 


phthalein zugesetzt. 


Nach '/,stiindigem Schiitteln wurde ab- 


zentrifugiert. Die Lisung wurde gepriift (Tab. XIX). Priifung 
der Restlésung (Tab. XX). 


Tabelle XVIII. 


Aktivitit des Sorbats. 



































Nr. Zusatz Entfirbungszeit 
i. 1 cem Suspension Nach 5 Stunden 
2. 0,75 eem Suspension + 0,25 eem Wasser kaum merkbar 
3. 0,50 eem Suspension + 0,50 eem Wasser entfirbt 

Tabelle XIX. 
Aktivitaét nach Elution. 
Nr. Zusatz Entfirbungszeit 
.. 1 cem Priparat 
" . Nach 5 Stunden 
2 0,75 eem Priparat + 0,25 cem Wasser 
= noch stark ge- 
3 0,50 cem Priparat + 0,50 eem Wasser firbt 
air 
4. 0,25 cem Priiparat + 0,75 eem Wasser 
Tabelle XX. 
Aktivitaét der Restlésung (nach Neutralisierung). 

Nr Zusatz Minuten | Aktivitit 
L. 1 eem Pripirat 83 0,012 
2. 0,75 cem Praparat + 0,25 eem Wasser 110 0,012 
3. | 0,50 cem Priparat + 0,50 cem Wasser 152 0,013 





Aktivitait (Mittel) 0,012. 
Reinheitsgrad 0,49. 








Trockengewicht pro 1 ccm 0,0245 g. 
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Dialyseversuch. 
Ausgangsmaterial war diesmal ein Extrakt aus Kalbsleber 
(Alter unbestimmt). Dialysedauer 3 Stunden. 


Co-Zymasepriparat: Verdiinnung 1:10. 


Tabelle XXI. 





Entfirbungszeit 








Nr. 0,5 cem Mb + 0,5 com Na,HPO, 


1. 2. ] 0,5cem Extrakt vor Dialyse +1¢cem Wasser . | Nach 2Stunden 
stark gefirbt 
3. 4. | 0,5 cem Extrakt vor Dialyse + 1 cem Co-Zyinase | 5,0, 5,0 Min. 








5. 6. | 0,5 ceem Extrakt nach Dialyse + 1 cem Wasser . | Nach 2Stunden 
stark gefirbt 
7. 8. | 0,5 cem Extrakt nach Dialyse + 1 cem Co-Zymase | 8,5, 8,0 Min. 


Trockengewicht von 1 cem Extrakt vor Dialyse 0,0721 g. 
1 ecm » meen « 0,0461 g. 


”? ”? 
Bemerkenswert ist die groBe Aktivierung durch Co-Zymase- 
zusatz. Da in diesen Versuchen nicht fiir DonatoriiberschuB 
durch Zusatz von Zymophosphat gesorgt war, wollen wir uns 
iiber den Grad der eventuell erreichten Reinigung nicht aus- 
sprechen. | 

Bei obigen, als orientierend zu bezeichnenden Reinigungs- 
versuchen wurden also durch isoelektrische Ausfillung von 
KiweiB klare Lésungen erhalten, die zwar noch aktiv, aber 
von schlechterem Reinheitsgrade waren als der Rohsatt. 
Diese Enzymlésungen kénnen, wie unten gezeigt werden soll, 
zu kinetischen Messungen benutzt werden, die mit dem rohen 
Leberextrakt nicht ausgefiihrt werden konnten. Fraktionierte 
Ausfillung diirfte eine brauchbare Reinigungsmethode er- 
geben. 

Durch Sorption der Verunreinigungen durch Kaolin wurde 
keine Reinigung erreicht. Die Aktivitét von Sorbat wie von 
Elutionsfliissigkeit war schwach. 

Die Reinigung durch Dialyse muB8B weiter untersucht 
werden. 
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Uber die Bestimmung der Reaktionskonstanten /: 
der Mb-Entfarbung. 


Wie schon friither betont wurde, konnte bei den rohen 
Leberxtrakten nur die Zeit zur volligen Entfarbung experi- 
mentell ermittelt werden. Bei den Rohsiiften haben wir ver- 
sucht, mittels einer Vergleichsskala auch die Zeit zur halben 
Kntfairbung zu bestimmen. Durch die Triibheit der Rohsiifte 
werden jedoch die Ablesungen au8erordentlich erschwert und mit 
einer solchen Unsicherheit behaftet, daB man solche Messungen 
nicht berechnen kann. | 

Die vorher mit Essigsiure enteiweiBten Knzympriparate 
waren in dieser Hinsicht viel giinstiger. Mit einem solchen 
Praparat (Aktivitiit 0,20, Reinheitsgrad 4,2) haben wir einen 
Versuch gemacht, & zu bestimmen. Durch einen Vorversuch 
haben wir zuerst eine Praiparatkonzentration aufgesucht, bei 
welcher die Farbe des Priparates die Ablesungen nicht mehr 
in erheblicher Weise zu stéren scheint. Nach dem Vorversuch 
schien eine Priparatmenge von 0,1 ccm giinstig zu sein. Mit 
dieser Praiparatmenge haben wir 3 Versuche angestellt. Da 
jedoch die Versuche nicht gleichzeitig ausgefiihrt wurden, 
sondern vielmehr ein Zeitraum von mehreren Stunden zwischen 
den Ausfiihrungen der verschiedenen Versuche verfloB, kénnen 
sie nicht als Parallelproben angesehen werden. Bei den zwei 
letzten Versuchen wurde der Zeitpunkt ermittelt, bei dem die 
Farbe der Probe sicher stirker bzw. schwiicher war als die 
der entsprechenden Rohre in der Vergleichsskala. Die Differenz 
wird als 4 bezeichnet. 


Tabelle XXII. 














Entfirbung in Minuten 
Versuch |— . : 
259,| 4 | 50%| A | 75% | 4 | 90%, | 4A | 100%, 
1 “ 18,5 | — Cl ae | eee RS 
2. 65 | 2, 15,5 | 3,0 | 35,5 3,5 58,0 | 5,0 | 70,5 
3. 65 | 1,5 | 16,5 | 2,0 40,75 4,5 61,5 | 2,0 | 84,5 





Nimmt man an, daB die Donatoren in groBem Uberschub 
sind, und sieht man von einem Oxydo-Reduktionsgleichgewicht 
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(Mb == Leuko-Mb) ab, so ist eine Berechnung nach der Formel 
fiir monomolekulare Reaktionen méglich. Diese Berechnung 
ergibt ein schwaches Abfallen der Reaktionskonstanten von 
0,019—0,017. 


Anhang: 
Die Oxydoreduktion in Blutserum. 


Tabelle XXIII. 


Serum aus frischem Rattenblut. 














Nr. 0.5 Mb + 1,5 cem Serum + Entfirbungszeit 

lL, hh 0,5cem Wasser . .. . . . | Nach 24 Stunden alle 
S “4 0,5 cem 0,5 mol. Glucoselésung Proben stark u. zwar 
5. 6. 0,5 cem 0,5 mol. Fructoselésung etwa gleich gefiirbt 


Tabelle XXIV. 


Serum aus frischem Kuhblut. 











Nr. 0,5 cem Mb + 1 eem Serum + Entfirbungszeit 
1. 2.] Leem Wasser... . . . . | Nach 50 Stunden noch 
3. 4.) 0,5 eem 1°/,ige Glykogenlésung stark gefiirbt. Keine Ak- 
+0,5cem Wasser .... . tivierung durch Glykogen 


Dab Serum keine Co-Zymase enthiilt, haben wir schon 
frither (Diese Zs. Bd, 162, 8. 63) nachgewiesen. Auf Versuche 
mit Serum + Co-Zymase kommen wir noch zuriick. 








Bildung und Zerfall der Hexose-di-phosphorsdure 
bei der alkoholischen Gadrung. 
Von 
Hans vy. Euler und Karl Myrbiick. 
Mit 2 Figuren im Text, 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule in Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3, April 1927.) 


Uber die wirkliche Rolle der Hexose-di-phosphorsaure in 
der alkoholischen G&arung herrscht noch gewissermaBen Un- 
klarheit. Es diirfte indessen durch die Forschungen der letzten 
Jahre sichergestellt sein, daB die Phosphorylierung der gir- 
fahigen Zucker kein von der eigentlichen Girung unabhingiger, 
vielleicht pathologischer Vorgang ist, sondern daB vielmehr eine 
alkoholische Girung durch Hefe ohne gleichzeitige Phosphory- 
lierung undenkbar ist. Formell verliuft die erste Phase der 
(tarung nach der ersten Formel Hardens: 


2C,H,,0, + 2Na,HPO, = 2C0, + 2C0,H,OH +2H,0 + O,H,,0,(PO,Na,). 


Zwei wichtige, noch nicht endgiiltig beantwortete Fragen 
sind nun: Was fiir eine Reaktion bewirkt den Zerfall eines 
Hexosemolekiils unter gleichzeitiger Phosphorylierung eines 
zweiten, und weiter: Was wird aus dem Zymophosphat (Hexose- 
di-phosphorsaure) in der Fortsetzung der Garung? 

Was die Bildung der Hexose-di-phosphorsiure betrifft, so 
haben wir mehrmals betont, da& man sich diesen Stoff nicht 
als eine Durchgangsstufe des Zuckers auf dem Wege zu Alkohol 
und Kohlensiiure vorstellen muB!), sondern da8 vielmehr die 
Bildung des Esters eine Reaktion ist, die eine andere Reaktion 


') Euler, Myrbick und Nilsson, Svensk kem. tidskr. Bd. 38, 
S. 356 (1926); Euler und Myrback, Diese Zs. Bd. 165, S. 28 (1927). 
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(den Zerfall des zweiten Hexosemolekiils) durch Kuppelung in 
Gang hilt. Wie wir uns die Sache vorgestellt haben, sollte 
der Ester selbst also keine weitere Rolle spielen, und nur 
dadurch verwertet werden kénnen, daB aus ihm durch die 
Wirkung einer Phosphatase wieder ein Zucker entstehe, der 
dann unter Phosphorylicrung vergoren werde usw. Uber die 
Art der Kuppelung zwischen Phosphorylierung und Zerfall war 
bis vor kurzem keine Ansicht geiiuBert worden. 

Nachdem Myrbick und Jacobi?) festgestellt hatten, dah 
fiir die durch Hefe bewirkte Dismutation des Acetaldehyds ein 
Co-Enzym unentbehrlich ist, haben wir durch weitere Versuche 
zeigen kénnen, daB dieses Co-Enzym identisch ist mit dem 
bekannten, fiir die alkoholische Garung notwendigen, von Harden 
entdeckten Co-Enzym?) (Co-Zymase). Wir haben schon viel 
friiher bewiesen, daB die Co-Zymase eben die Phosphorylierung 
(Bildung der Hexose-di-phosphorsiure) oder eine vor dieser 
liegende Teilreaktion der Girung aktiviert. Vergleicht man 
die Aufgabe der Co-Zymase bei der Acetaldehyddismutation 
und in der Girung, so scheint es wahrscheinlich, daB die Wir- 
kung der Co-Zymase in der Garung nicht in der eigentlichen 
Veresterung liegt, sondern daB sie eine Reaktion erméglicht, 
die von derselben Art ist wie die Dismutation des Acetaldehyds. 
Durch eine solche Annahme wird der Formel Hardens eine 
reelle Bedeutung gegeben. 

Kurz nachdem wir unsere Feststellung von der Identitat 
der Co-Zymase und des Co-Enzyms der Aldehydmutase publi- 
ziert hatten, erschien eine bemerkenswerte Untersuchung von 
Meyerhof iiber die Glykolyse, Phosphorylierung usw. in der 
Muskel, worin der Verfasser besonders die groBe Uberein- 
stimmung zwischen Glykolyse und Girung hervorhebt.’) Ks 
wurde wahrscheinlich gemacht, daf die Bildung der Hexose- 
di-phosphorsiure in der Muskel so verlauft, daB zuerst der 


') Myrbick und Jacobi, Diese Zs. Bd. 161, S. 245 (1926). 

*) Euler, Myrbicku. Nilsson, Sv. Kem. Tidskr. l. ec. — Euler 
und Myrbick, Diese Zs. Bd. 165, S. 28 (1927). 

*) Meyerhof, Naturwissenschaften, 14. Jahrg. S. 1175 (1926); Bio- 
chem. Zs. Bd. 178, S. 395 u. 462 (1926). 
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Zucker zu Hexosemono-phosphorsiure verestert wird. Von zwei 
Molekiilen Monophosphat zerfallt dann eines in Milchsiure, 
wihrend das andere in Hexose-di-phosphorsiure iibergeht. Diese 
Reaktion sollte also die von uns angenommene ,,Dismutation“ 
sein, wobei die Co-Zymase mitwirkt. Gestiitzt wurde die An- 
nahme Meyerhofs dadurch, da8 der Monophosphorsiiureester 
Neubergs unter Bildung von Di-phosphat vergoren wird. Dab, 
wie Meyerhof in emer FuBnote bemerkt, die Robisonsche 
Hexose-mono-phosphorsiure sich ebenso verhalt, war schon aus 
den Versuchen von Harden und Robison iiber die Vergirung 
der Siure wahrscheinlich. Wir haben wie diese Autoren fest- 
stellen kénnen, da8 die Robisonsche Siure durch Hefepreb- 
saft (in unseren Versuchen mit Trockenhefe) anfangs sehr schnell 
vergoren wird, da8 aber die Geschwindigkeit dann plotzlich zu 
einem viel kleineren Werte sinkt. Unsere Hexose-mono-phos- 
phorsiure wurde nach den Angaben von Robison hergestellt.’) 
(Die Versuche wurden schon vor 3 Jahren ausgefihrt.) Wir 
fiihren einen Versuch an: 0,5 g trockene Unterhefe H in 2 ccm 
Lésung des Natriumsalzes der Robisonschen Siure (entspricht 
etwa 0,09 ¢ vergiirbarem Zucker.) 








Zeit: Stunden | 
und Minuten | 


()9 0 gts (2 (26 (3° 03 010 45 (50 (55 1 00 


cem CO, 1,2] 2,5] 3,4 | 4,4 | 5,4 | 6,4 | 7,4 18,3 | 9,0 |] 9,8 | 10,6] 11,3 


11,9 





Zeit: Stunden 
und Minuten 


11° 115 122 125 130 155 995 220 3 4 5 6 






































cem CO, }12,3]13,0] 13,5 | 13,9 | 14,2 | 14,5 | 16,0 | 16,5 | 18,6 | 21,0 | 23,4 | 24,6 


Aus der Figur 1 sieht man die sehr starke Anfangs- 
geschwindigkeit der Giirung. Nach einer Zeit, und zwar wenn 
die Halfte der totalen Kohlensiuremenge entwickelt worden ist, 
sinkt die Girungsgeschwindigkeit zu einem kleinen Werte. Der 
Knickpunkt der Kurve entspricht also dem Zustand der Lésung, 
wo alles Monophosphat verschwunden ist. Die eine Hialfte ist 
vergoren, die andere hat sich in Di-phosphat verwandelt. 





1) Robison, Biochem, Jl. Bd. 16, 8, 809 (1922), 
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In einem zweiten Versuch fanden wir, dab die Vergiirung 
des Robisonschen Esters mit etwa derselben Geschwindigkeit 
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mit Oberhefe geschieht: 0,2 ¢ Trockenhefe in 2 cem Mono- 
phosphatlisung (entspricht etwa 0,03 g Glucose): 





Zeit: Stunden und Minuten | 0°°} 19°] 195] 22° 7 229] 3997 3°90] 4307 5407 G30 


Unterhefe H | 2,8} 4,8]5,5]6,3 | 6,71 7,2] 7,7] 8,4]8,8] 8,8 
Oberhefe R 2,2} 3,1] 3,8] 4,7] 5,2] 6,0] 6,6] 7,.618,5]8,8 


| 


eem CO, | 
i 
































Die Figur 2 zeigt, da&i beide Hefen das Monophosphat 
volistiindig vergiiren. Die Kinetik ist jedoch verschieden, und 
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zwar in derselben Weise wie bei der Vergirung der Glucose 
durch Unter- und Oberhefe. Bei der Unterhefe findet man 
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den stark ausgeprigten Knickpunkt der Girkurve, dessen Be- 
deutung wir oben besprochen haben. Bei der Oberhefe dagegen 
ist die Kurve gleichmifBiger gekriimmt, was darin seine Er- 
klarung findet, daB Oberhefen weniger stark Hexose-di-phos- 
phorsiure anhiufen, sondern sie beinahe so schnell spalten, wie 
sie gebildet wird. 

Meyerhof findet, daB der Ubergang des Mono-phosphats 
in Di-phosphat in der Muskel nur in Gegenwart der Co- 
Zymase stattfinden kann. Dies ist eine notwendige Folge von 
unserer auf die Acetaldehydversuche gestiitzten Annahme, dab 
die Co-Zymase eben bei der Kuppelung der zwei Reaktionen 
(Zerfall eines Hexosemolekiils und Bildung des Di-phosphats) 
beteiligt ist. Wir haben auch feststellen kénnen, daB die Ver- 
girung der Robisonschen Saéure durch Hefe nur in Gegen- 
wart von Co-Zymase erfolgt. Aus Mangel an Material konnten 
nur sehr kleine Mengen des Mono-phosphats zu den Girungs- 
versuchen angewendet werden; immerhin sind die Ergebnisse 
der Versuche vollkommen eindeutig. 























eem CO, 
Versuch Zusammensetzung nach Stunden 
1/2] 8 
1 0,5 g Co-Zymase-freie Hefe, 1,5 cem Lésung 
von Mono-phosphat, 0,5 cem Wasser . . | 0,0 | 0,0 | 0,0 
2 0,5 g Co-Zymase-freie Hefe, 1,5 com Lésung 
von Mono-phosphat, 0,5 cem Co-Zymase- 
lésung . (ee «© « coo we oe BR TET ae 
3 0,5 g Co-Zymase-freie Hefe, 1,5 cem Wasser, 
0,5 cem Co-Zymaselésung . .. . . . | 0,0| 0,0 | 0,0 








Die Herstellung der Co-Zymase-freien Hefe haben wir friither 
beschrieben.') Die Co-Zymaselésung war aus Dialysat von Hefe- 
kochsaft durch zweimalige Bleifallung dargestellt.?) 





Es ist nun eine zweite Frage, was aus der Hexose-di- 
phosphorséure wahrend der Fortsetzung der Garung entsteht. 





1) Euler und Myrbick, Diese Zs. Bd. 165, S. 28 (1927). 
?) Euler und Myrbiick, Diese Zs. Bd. 139, 8. 281 (1924). 
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Nach Harden!) wird (durch die Wirkung der Phosphatase) das 
Phosphat abgespalten und ein Kohlehydrat entsteht, das gemib 
der obigen Formel unter Phosphorylierung vergoren wird. 
Unter normalen Verhiltnissen wird im PreBsaft dieses Kohle- 
hydrat ebenso schnell vergoren, wie es durch die Wirkung der 
Phosphatase freigelegt wird. Befreit man aber den Saft durch 
Ultrafiltration von der Co-Zymase oder wendet man Co-Zymase- 
freie Trockenhefe an, so wird nach Harden der Zucker nicht 
vergoren, sondern hiuft sich an und kann untersucht werden. 
Harden und Young fanden, daB der so gewonnene Zucker 
auch von lebender Hefe vergoren wird. Der Zucker zeigte die 
Reaktionen der Fructose; die Anwesenheit auch anderer Kohle- 
hydrate war aber nicht ausgeschlossen. Nach Harden unter- 
scheidet sich also der aus dem Zymophosphat hervorgegangene 
Zucker nicht prinzipiell von den gewdhulichen vergirbaren 
Hexosen. Moéglich ist ja, daB der Zucker schneller vergoren 
wird, oder daB unmittelbar eine labile Form entsteht, die sich 
mit der Zeit in eine stabile umlagert (Fructose?). Jedenfalls 
finden Harden und Young in ihren Versuchen kein Zeichen 
dafiir, daB der Zymophosphatzucker direkt (ohne Phospho- 
rylierung und Mitwirkung der Co-Zymase) vergoren werden kann. 

In den oben zitierten Abhandlungen macht nun Meyerhot 
die interessante Angabe, daB bei der Glykolyse die Hexose- 
di-phosphorsaure direkt, ohne Mitwirkung der Co-Zymase und 
also ohne neue Phosphorylierung des entstandenen Zuckers in 
Milchsiure gespalten wird. Als Analogie nimmt er an, dab 
auch bei der alkoholischen Girung der Hefe die Hexose-di-phos- 
phorsadure direkt, d.h. ohne Phosphorylierung vergoren wird. Er 
hat auch gefunden, daB diese Vergirung ,,in ganz Co-ferment- 
armer Liésung geschehen kann“. Neben dieser direkten Vergirung 
soll nach Meyerhof auch eine alleinige Abspaltung des Phos- 
phats stattfinden, wonach der dabei entstandene Zucker unter Phos- 
phorylierung vergoren werden kann. In ihren Versuchen sahen 
Harden und Young, wie oben erwahnt, keine direkte Ver- 
girung, und es sei unmittelbar hervorgehoben, daB in keinem 
von unseren diesbeziiglichen Versuchen eine Vergirung der 





1) Harden, Alcoholic Fermentation 3, Ed. London 1923, 
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Versuch Zusammensetzung 





1 1 eem Lésung des Na-Salzes, 1 ecm | 
Wasser, 0,2 ecm Co-Zymase-freie Hefe | 0,1 0,1 0,1 = 0,1 


2 1 cem Lésung des Na-Salzes, 1 eem Hefe- | | 
kochsaft, 0,2 g Co-Zymase-freie Hefe | 0,4 | 0,8 1,4 2,0 








Der Versuch wurde mit einer gereinigten Co-Zymaseliésung 


gts | 025 | 04° | 1° 


9 
2,4 

















Versuch Zusammensetzung eae ; 
gts | 02° | gt 
————— ae — a — —_ - ae - a - - — es — — — oe 
1 Hexose-phosphat, Hefe ohne Co-Zymase | 0,0 | 0,0 - 
2 Hexose-phosphat, Hefe mit Co-Zymase | 0,4 | oe 
8 Hefe, Co-Zymase und Wasser. . . .] 0,1 | 0, 


Hexose-di-phosphorsiiture bei Abwesenheit der Co-Zymase ein- 
getreten ist. Dagegen haben wir beobachtet, da8 unreine Pri- 
parate von Zymophosphat bisweilen so teilweise vergoren werden 
kénnen (siehe weiter unten). Euler, Nilsson und B. Jansson!) 
fanden, daB aus Candiolin hergestellte Hexose-di-phosphorsiure 
ohne Co-Zymase nicht vergoren und auch nicht als Donator bei 
der Mb-Reduktion ausgeniitzt wurde. Wir stellten dann fest, daB 
ein Priparat von hexose-di-phosphorsaurem Natrium (I. G., Werk 
Elberfeld) auch ohne Co-Zymase mit ausgewaschener Hefe eine 
Kohlensiureentwicklung gab, und glaubten dann zuerst, die 
direkte Vergiirung der Hexose-di-phosphorséiure vor uns zu 
haben.*) Wir konnten indessen dann feststellen, daB diese Ver- 
girung nur auf in dem Praparat vorhandene Verunreinigungen 
zuriickzufiihren ist. Wir stellten ein Bariumsalz der Hexose- 
di-phosphorsiure her, das so lange umgefallt wurde, bis es 
recht genau die richtige Zusammensetzung erwies. Aus diesem 
wurde mit Na,SO, das Natriumsalz gewonnen. Ks zeigte sich, 
daB& dies von Co-Zymase-freier Hefe nicht vergoren wurde. Setzte 





') Euler, Nilssonund B. Jansson, Diese Zs. Bd. 163, S. 202 (1927). 

*) Euler, Nilsson und Jansson, Diese Zs. Bd. 163, S. 202 (1927). 
Ergiinzung siehe: Euler und Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 9, 
Nr, 38 (1927). 
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eem CO, nach einer Zeit von 























| 1°09 | 145 | 9.00 } 9.30 | 300 } 330 400 430 | 560 | 530 | 6§°° | 7 0 
L | ataneanaipeiabaee Saiaminiepeaeinpeentenden ae SNR AT 7 <<a _ ae | AM AA L saniaienimnsammataistiet 1 <——oomen — 
7 4 | | | | | 
| | | | | | | | | 

0,1 | 0,1 | 0,1 — | 01 | — | 01 | — | O14 | — | 01 | 0,1 

| | | | 
| 29 | 3,3 | 36 | 40 | 44 | 4,7 | 5,2 | 5,5 | 60 | 64 | 6,7 | 7,7 
wiederholt: 
ecem CQ, nach einer Zeit von 

125 145 900 | gis | 925 440 545 | 645 qt 
| — | o0 — | 00 | 0,0 - oo | — 0,0 
| 
| 16 | 1,8 20 | 21 2.7 3.4 $7 | 42 4,6 
| 
__ a 0,2 — 0,2 | 0,2 


man Co-Zymase hinzu, trat dagegen die Girung ein. Beispiel 
(siehe oben). 
Aus diesen Tabellen ist ersichtlich, daB ohne Co-Zymase 
keine Vergiirung der Hexose-di-phosphorsiure eintritt. Bei 
Anwesenheit davon tritt dagegen eine starke Girung ein. Ver- 
such 3 zeigt, daB aus dem Gemisch von Hefe und Co-Zymase- 
priparat keine Kohlensiure entsteht. 
SchlieBlich haben wir ein neues Praparat des Natrium- 
salzes untersucht: 
Versuch 1: 1,5ecm Hexose—Phosphatlésung = 0,07 g, 0,5ecm Wasser, 
0,2 g Hefe ohne Co-Zymase. 

Versuch 2: 1,5 cem Hexose—Phosphatlésung = 0,07 g, 0,5 cem Co- 
Zymaselésung, 0,2 g Hefe. 

Versuch 3: 0,2 g unreines Priparat (Elberfeld), Hefe ohne Co-Zymase. 


Versuch 4: 0,2 g unreines Priparat (Elberfeld), 1 Stunde in wiBriger 
Lésung gekocht, ohne Co-Zymase. 








Kohlensdureentwicklung in ccm nach verschiedenen Zeiten 








Versuch o | 030 | 1°° | 199 | 29 | 259 | 399 | 330 | 490 | 5,00 | 62° | 700 | R00 | 1099 11° 
1 for|o2los| —[qat—|—tes| —| —| ~<a) —}  eges 

2 10,3|0,50,7/ 1,0] —|1,6]1,9| 2,2] 2,4| 2,8] 3,1/3,3 3,5/ 3,9 | — 
0,4/0,9| —| —|3,213,7/4,3| —| —| —]6,4] 7,2] 7,7! 8,4 8,6 

0,3 | 0,4 |0,5/0,6|0,7|0,8|0,9 —|1,0]1,1}1,2; —\1,4}] — |) — 
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Wir finden also, daB auch dieses Priparat der reinen 
Hexose-di-phosphorsiure ohne Co-Zymase nicht vergirbar ist 
(Versuch 1). Versuch 2 zeigt, daB es mit Co-Zymase git. 
Versuch 3 zeigt die Vergirbarkeit des unreinen Praparates ohne 
Co-Zymase, und Versuch 4, daf die Vergirbarkeit nach 1 stiin- 
digem Kochen des Priparates verloren gegangen ist. Es ist 
also denkbar, daB die Vergirbarkeit des Praparates lediglich 
auf emem Gehalt yon Co-Zymase beruht. 

Wir haben also in keinem Falle eine direkte Vergirbar- 
keit der Hexose-di-phosphorsiure feststellen kénnen. Dagegen 
ist es wohl denkbar, daB bei der Abspaltung des anorganischen 
Phosphats ein Zucker entstehen kann, der schneller phos- 
phoryliert und vergoren wird als die gewéhnlichen Hexosen. 





— 











Uber den Gesamtzuckerwert der Cerebrospinalflissigkeit 


und seine Beeinflussung durch Lues. 
Von 


B. Glassmann, 


unter experimenteller Mitwirkung von Frau L. Zwilling 
und Frau M. Israilsohn. 


Aus dem wissenschaftlichen Privatlaboratorium des Verfassers und dem serologischen 
Laboratorium des venerologischen Instituts in Odessa.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. April 1927.) 


In Fortsetzung meiner Untersuchungen iiber den gesamten 
Zuckerwert des Blutes!), schien es mir von physiologischem 
Interesse, auch den Liquor cerebrospinalis in dieser Hinsicht 
der Analyse zu unterwerfen. 

Den Literaturangaben gem&B*) betragt der durch Reduk- 
tion ermittelte Zuckerwert der normalen Cerebrospinalfliissig- 
keit 0,04—0,068°/,. Bei Anwendung meiner colorimetrischen 
Resorcinsalzsiiuremethode war es zu erwarten, daB auch wie 
im Blute, infolge von Hydrolyse etwa vorhandener Polysaccha- 
ride, mehr Zucker aufgefunden werden wird. 

Die Liquorproben, welche mir zu den Analysen dienten, 
entstammten von Luetikern und von auf Lues verdichtigen 
Personen, die mir von dem Leiter des serologischen Labora- 
toriums des hiesigen venerologischen Instituts, Herrn Dr. J. Per- 
kel bereitgestellt wurden, wofiir ich ihm auch an dieser Stelle 
innigst danke. 

In einer jeden Probe wurde die Wassermann- und die 
Mastixreaktion ausgefiihrt, sowie darin die Lymphocytenzahl, 
der EiweiBgehalt und der Gesamtzucker bestimmt. 





1) Diese Zs. Bd. 158, S. 113 (1926). 
*) Moates, H. Guy u.S. Say, Journ. of laborat. a clin. med. 
Bd. 8, Nr. 12, S. 825—828 (1923). 
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Als Mittel von 47 Analysen ergab sich der Ge- 
samtzuckerwert des Liquors, ohne Hinflu8 des Sinnes 
der Wassermann- und Mastixreaktionen, sowie der 
Lymphocytenzahl, also im EKinklang mit den ent- 
sprechenden Befunden durch Reduktion!) zu 0,135°/,. 

Da der durch Reduktion ermittelte Zuckerwert des Liquors, 
wie oben erwaihnt, im Mittel 0,05°/, betrigt, so ergibt die 
Differenz — 0,185—0,05 = 0,085°/, den durch Reduktion un- 
mittelbar nicht nachweisbaren Polysaccharidgehalt, auf Trauben- 
zucker berechnet, des Liquors. 

Wie sich dieser letzere Wert, entsprechend der ,,Differenzen- 
zahl“ fiir das Blut von P. 8. Cammidge?), bei Diabetes indert, 
soll spiiteren Untersuchungen vorbehalten werden. 

Kin bedeutend erhéhter Gesamtzuckerwert ergab sich nur 
in den Versuchen Nr. 25 Hemiparesis WR [+] und MR [+ | 
— 0,360°/,, Nr. 22 Lues cerebro-spinalis WR [—] und MR | — | 
— 0,420°/,, sowie Nr. 34 Lues II lat. tard. WR[—] und MR{—— 
— 0,266°/,. 


Untersuchungsmethodik. 


Da es sich ergeben hat, daB der Proteinzucker des Liquors, 
infolge seines minimalen Hiweibgehaltes, die Bestimmungen des 
Gesamtzuckers nur in der dritten Dezimalstelle, in Prozenten 
ausgedriickt, beeinfluBt, was innerhalb der Fehlergrenzen meiner 
Untersuchungsmethodik liegt, so wurde von der EnteiweiBung 
der blank klaren Liquorproben Abstand genommen. So wurde 
vor der EnteiweiBung mit Alkohol 0,107°/, Zucker ermittelt 
und nach der EnteiweiBung 0,103°/,, HiweiB 1,65°/,,. Die 
Zuckerbestimmungen wurden in folgender Weise ausgefiihrt: 

0,1 ccm Liquor + 2 ccm 1°/,ige Resorcinlésung + 4 ccm 
25°/,ige Salzsiure und zum Vergleich 0,1 ccm 0,2°/,ige Gly- 
koselésung + 2 ccm 1°/,ige Resorcinlésung + 4 ccm 25°/,ige 
Salzsiure wurden wie beschrieben*) erhitzt und ohne die blank 





1) Journ. of laborat. a clin. med. a. a. O. 

*) Die Insulintherapie des Diabetes. Russische Ubersetzung von 
Thal (1925). 

’) Diese Zs. Bd. 150, S. 16 (1925). 
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Versuchsreihe I vom 20. XII. 1927. 
EiweiB-| Lympho-| Gesamt- 
Nr. | Person Diagnose WR | MR | gehalt | cytenzahlj zucker in 

%o jinlemm] Vol.-°/, 

1 | Pet. Lues II recid.. . | [—! | [—] | 0,237 10 0,110 

2 | Kar. Lues Ii lat. tard. | [-—] | [—| ]| 0,262 2 0,083 

3 |} Kud. Lues . - .| (-] | [-] | 0,165 2 0,111 

4 | Kudin Prophyl. Unters.. | [—| | [—] | 0,165 1 0,154 
5 | Haul. Dystrophia unbek. 

Herkunft . [- [—| | 0,270 1 0,144 

6 | Oh. deggl. f—-] | [-] | 0,270 2 0,153 

7 | Alex. Lues II lat. tard. | |—}] | [—] | 0,270 5 0,140 

8 | Anak. Lues cerebrospin. +! | [+] ]| 0,260 59 0,146 

Versuchsreihe II vom 7. I. 1927. 

9 | Kolb. Lues II recid.. (— | - 0,230 8 0,155 
10 | Kon. Frau eines Lueti- 

kers - i— 0,160 2 0,183 

11 | Skup. Paralys. progr. + [4 0,320 3 0,169 

12 | Lawr. Lues II lat. tard. | | — — 0,230 7 0.101 
13 | Sagl. Radiculitis unbek. 

Herkunft . —| | [- 0,165 2 0,103 

14 | Slus. Lues II lat. tard. | | - —]| | 0,165 2 0,104 

15 | Kow. Prophyl. Unters.. | [—| | |—! | 0,260 13 0,153 

16 | Mor. Lues cerebri [—] | [- 0,260 8 0,146 

17 | Gleis. Prophyl. Unters.. | {[—] | [—] | 0,300 13 0,146 
18 | Sch. Aortitis | unbek. 

Herkunft. [ - [— 0,200 2 0,115 

19 | Kuk. Lues IT lat. tard. | [- [— 0,230 6 0,139 

20 | Mart. desgl. [—] | [+) | 0,260 2 0,108 

Versuchsreihe III vom 11. I. 1927. 

21 | Schein. | Tubere. miliar. f—} | [-7] | 1,65 75 0,140 

22 | Kas. Lues cerebrospin. | [ - (—! | 0,33 5 0,420 

23 | Alex. Prophyl. Unters. . —| | [- 0,132 2 0,172 

24 | Tschep. desgl. -| | [- 0,165 2 0,153 
25 | Hol. Hemipar. unbek. 

Herkunft . [+! |] | +: | 0,230 21 0,360 

26 | Alex. Lues II . i+] | [4+] | 0,200 5 0,130 

“27 | Helatsch} Psychosis luetica | [ +. -- 1,65 31 0,155 

28 | Worob. | Lues hered. dystr. —| —} | 0,132 4 0,182 

29 | Iw. Tabes dorsalis - -—! | 0,260 5 0,160 

30 | Wisch. Lues cerebrospin. - [— 0,230 4 0,163 
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Versuchsreihe IV vom 15. J. 1927. 
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Person 


Mit. 
Kraw. 
Grig. 
Jakow. 
Slat. 
Kom. 


Nikif. 


Jus. 


Mark. 
Paik. 
Str. 
Hut. 
Silb. 
Zam. 
Mesch. 
Kom. 


Rjasan. 
Chmel. 


Belok. 
Schew. 











Diagnose 


Lues II lat. tard. 
Lues III. 
Lues cerebrospin. 
Lues II lat. tard. 
desgl. 
Lues cong. 
(Kind 1 
10 Mon.) . 
Prophyl. Unters. 
(Kind 9 Mon.) . 
Lues_ cerbrospin. 
(Malariakur). 


lat. 
Jahr 


Versuchsreihe V vom 21. I. 1927. 


Prophyl. Unters. . 
Lues (Malariakur) 
Lues II recid.. 

Lues cerebrospin. 
Prophyl. Unters. . 
Lues IT lat. tard. 
Prophyl. Unters. . 
Lues II recid.. 


Versuchsreihe VI vom 25. J. 1927. 


Lues cong. dystr. 

Atrophia nervy. 
optic. . 

Lues IT lat. 
desgl. 
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Eiweib- 
gehalt 


0/ 
[oo 


0,200 
0,230 
0,470 
0,260 
0,330 


0,165 


0,165 





0,200 


0,200 
0,260 
0,200 
0,230 
0,200 
0,200 
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0,260 
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0,165 
0,200 





0,165 











Lympho- 
cytenzahl 
in 1 cmm 
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bo 


rw Ot > 


bo 











Gesamt- 


zucker in 
Vol.-°% 9 


0,151 
0,171 
0,132 
0,266 
0,108 


0,176 
0,100 


0,133 


0,088 
0,110 
0,155 
0,097 
0,148 
0,152 
0,092 
0,146 


0,123 


0,128 
0,120 
0,112 


klar gefairbten Fliissigkeiten zu filtrieren, bei einer Temperatur 


iiber 60° colorimetrisch miteinander verglichen. 


Die Berechnung der Zuckerwerte geschah nach den schon 


1) Diese Zs. Bd. 162, S. 145 (1926). 


von mir gemachten Angaben.?) 
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Zusammenfassung. 


1. Bestimmungen des Gesamtzuckerwertes in Liquorproben 
ergaben im Mittel aus 47 Analysen 0,135°/). 

2. Die Wassermann- und die Mastixreaktionen sowie die 
Lymphocytenzahl iiben keinen EinfluB auf den Gesamtzucker- 
wert aus, wie das schon gegeniiber dem durch Reduktion er- 
mittelten Zucker ermittelt wurde. 

3. Der Polysaccharidgehalt des Liquors, auf Traubenzucker 
berechnet, wurde zu 0,085°/, ermittelt. 

4. Der Proteinzuckerwert des normalen Liquors beeinfluBt 
den Gesamtzuckerwert desselben nur in der dritten Dezimal- 
stelle, in Prozenten berechnet. 

5. Nur in 6°/, der Liquorproben (50 Proben) von Luetikern 
wurde eine erhebliche Zunahme des Gesamtzuckerwertes kon- 
statiert, wobei die Wassermann- und die Mastixreaktionen so- 
wohl positiv als auch negativ waren. 





Chemische Untersuchungen iiber Gallensteine und Galle 
und ihre Bedeutung fiir die Frage der Cholelithiasis. 


Von 


Albert A. F. Peel. 
M. A., B.M., B. Ch. (Oxford). 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Freiburg i. Br. 
Direktor Geheimrat Prof. Dr. Ludwig Aschoff.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8, April 1927.) 


In der Frage der Gallensteinbildung sind auch heute noch 
keineswegs alle Autoren einer Meinung. Nachdem die Wichtig- 
keit der entziindlichen Zersetzung der gestauten Galle von 
Naunyn?) betont worden war, wurde von manchen Autoren 
jede Steinbildung auf diese Ursache zuriickgefihrt. Nach 
Naunyn, der kiirzlich seine Ansichten in einer Zusammen- 
fassung*) darstellte, soll eine halbfliissige, kolloidale Chole- 
sterinbilirubinkalkmischung unter dem Einflu8 bakterieller 
Kinwirkung aus der Galle als allererster Anfang der Stein- 
bildung entstehen; weiteres Wachstum durch Auflagerung von 
neuen Schichten fiihrt zu dem gewodhnlichen Cholesterin- 
pigmentkalkstein. Es soll aber auch die Méglichkeit einer 
Art Hineindiffusion des Cholesterins mit gleichzeitiger Aus- 
diffusion des Bilirubinkalks bestehen. Solch ein Umbau soll 
endlich zu der Entstehung eines reinen radiaren Cholesterin- 
steines fiihren. Alle Steinarten sollen also durch eine Art Um- 
bau sekundiar aus einer primiren, infektids bedingten Steinart 
entstanden sein. 
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Andererseits haben mehrere Autoren sicher festgestellt, 
daB nicht alle Falle von Steinbildung auf entziindliche Pro- 
zesse zuriickgefiihrt werden kénnen. Aschoff%) betont, dab 
gewisse Steine (radiire Cholesterinsteine) hiufig in nicht ent- 
ziindeten Gallenblasen zu finden sind. In seiner gemein- 
schaftlich mit Bacmeister‘) unternommenen monographischen 
Bearbeitung kommt Aschoff auf Grund eingehender histo- 
logischer Untersuchungen von Steinschnitten zu dem SchluB, 
daB der verschiedene Aufbau der verschiedenen Steine 
durch verschiedene Genese bedingt sein muB, und daf ein 
Umbau eines Steines im Sinne Naunyns dem histologischen 
Bilde widerspricht. Weitere Untersuchungen von Torinoumi°) 
haben zu dhnlichen Schliissen gefiihrt und die Ansicht von 
Aschoff gestiitzt. Nach Aschoffs Ansicht gibt es verschiedene 
Arten von Steinen, von denen jede verschiedenen Ursprungs ist. 
Der reine radiare Cholesterinstein kann nicht auf Ent- 
zindung zuriickgefiihrt werden, sondern soll durch meta- 
bolische Verinderungen begriindet sein, wenn auch Stauung 
eine Rolle dabei spielen kann. Die Cholesterinpigment- 
kalksteine sollen infektiésen Ursprungs sein, wie auch die 
Schalen von Kombinationssteinen; die reinen Pigmentsteine 
sollen auch wahrscheinlich metabolischer Genese sein. End- 
lich sollen die erdigen Pigmentcholedochussteine infolge 
Stauung entstehen. 

Histologische Untersuchungen von Ayoama®) iiber das 
Kiweibgeriist von Gallensteinen zeigten nur Spuren davon in 
reinen Cholesterinsteinen, wihrend in den zentralen Teilen 
von Cholesterinpigmentkalksteinen ziemlich groBe Mengen vor- 
banden waren. Die Rindenschichten der letzteren Steine ent- 
hielten weniger als die zentralen Teile, wihrend die Rinden- 
schichten der Kombinationssteine mehr als ihre Zentren ent- 
hielten. Staphylokokken waren hiufig in den Zentren von 
Cholesterinpigmentkalksteinen nachzuweisen, waihrend in den 
Rindenschichten meistens coliforme Bazillen zu finden waren. 
Aschoff*) sieht in diesen Untersuchungen weitere Beweise fiir 
die verschiedene Genese der Gallensteine. 

Von klinisch-pathologischer Seite haben Chauffard®) und 
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seine Mitarbeiter das Problem untersucht; sie kamen zu dem 
SchluB, daB nichtentziindliche Steinbildung haufig bei den 
pathologischen Zustiinden zu beobachten ist, die mit einer Ver- 
mehrung des Blutcholesteringehaltes verbunden sind. Auf 
Grund zahlreicher statistischer und bakteriologischer Unter- 
suchungen kommen sie zu denselben Ergebnissen wie die 
Aschoffsche Schule, nimlich, daB die Cholesterinpigment- 
kalksteine primirer infektiéser, waihrend die reinen Cho- 
lesterinsteine primarer metabolischer Natur sind. 

Endlich miissen zwei weitere Theorien erwihnt werden: 
Boysen’) hat schon friiher die Theorie aufgestellt, daB die 
Uranlage aller Steinbildung in Pigmentsteinen zu suchen 
wire, welche, in den Gallenwegen aus infektidser Ursache 
entstanden, spaiter eine Art Umwandlung durchmachten und 
zu den anderen Arten von Steinen fiihrten. Kiirzlich hat 
Rovsing?°) (zitiert nach Aschoff?") eine ahnliche Theorie autf- 
gestellt, nach welcher die Entstehung der Pigmentsteine eine 
metabolische sein soll, wihrend ihr Umbau auf Entziindung 
zuriickgefiihrt wird. 

Wahrend zahlreiche Arbeiten iiber Steine von morpho- 
logischer Seite her (Aschoff und Bacmeister), von klinisch- 
pathologischer Seite (Naunyn, Chauffard) wie auch von bak- 
teriologischer Seite (Torinoumi 5), Ayoama®), Chauffard’) 
erschienen sind, sind noch wenige rein chemischer Natur durch- 
gefiihrt. Die alteren chemischen Untersuchungen der 
Gallensteine wurden ohne Riicksicht auf die Art des Steines 
gemacht und lieferten, abgesehen von einer Reihe von nicht 
sehr wesentlichen Unterschieden zwischen verschiedenen Ana- 
lysen, keine Beihilfe zur Klarung dieser Frage. Von der quali- 
tativen Zusammensetzung ist es schon lingst bekannt, da die 
Hauptmenge der meisten Steine in Cholesterin besteht; 
daneben sind Calcium und Pigment in sehr wechselnden 
Mengen zu finden. Neben dem Cholesterin sollen nach Ham- 
marsten!*) auch kleine Mengen Fetts’uren vorkommen; dieser 
Autor schreibt tiber Pigmentsteine: ,,.Kisen und Kupfer scheinen 
regelmiBig in Pigmentsteinen vorzukommen.“ Grigaut (zit. 
nach Chauffard’) hat auch Spuren von Magnesium in 
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Pigmentsteinen gefunden; iiber Kupfer macht er keine An- 
gaben. 

Wichtig ware es, die Unterschiede zwischen Kern 
und Rinde chemisch zu bestimmen, um die verschiedenen 
Theorien iiber Steinbildung zu beurteilen. Eine einschligige 
Arbeit liegt von Ritter?’*) vor, in der der Autor nachweisen 
konnte, daB bestimmte chemische Unterschiede zwischen den 
verschiedenen Steingruppen bestehen, andererseits Steine, die 
aus derselben Gallenblase stammen, in den meisten Fallen 
dieselbe chemische Zusammensetzung aufweisen, sofern sie die 
gleiche GréBe besitzen. Handelt es sich jedoch um verschieden 
groBe Steine aus derselben Gallenblase, so kénnen diese auch 
verschiedene chemische Unterschiede aufweisen. Endlich stellte 
der Autor fest, daf wihrend die gewéhnlichen, facettierten 
Steine weniger iitherlésliche Substanzen und mehr anorganische 
Substanzen mit Pigment im Kern als in der Rinde enthalten, 
dieses gegenseitige Verhiltnis in einer bestimmten Steingruppe 
umgekehrt ist. Diese letztere Gruppe scheinen die Kom- 
binationssteine von Aschoff darzustellen. Wenn also Unter- 
schiede in der chemischen Zusammensetzung von verschiedenen 
Steinen und verschiedenen Steinschichten zu finden sind, mu 
man annehmen, daB Schwankungen in der Zusammensetzung 
der Galle diese begriinden; deshalb wire es wichtig zu wissen: 
nicht nur, was fiir Unterschiede zwischen verschiedenen Steinen 
und Steinschichten, sondern auch was fiir Schwankungen in 
der Zusammensetzung der Galle unter normalen und patho- 
logischen Zustinden hervortreten. Ein Umbau eines Steines 
im Sinne Naunyns, Boysens oder Rovsings miiBte sich 
durch Untersuchung von verschiedenen Steinschichten nach- 
weisen lassen. Durch die Gallenuntersuchungen bei verschie- 
denen allgemeinen bzw. lokalen Gallenblasenerkrankungen 
wiirden wahrscheinlich metabolische bzw. lokale (Stauung und 
Infektion) Faktoren, die zur Steinbildung fiihren kénnten, klar- 
gestellt werden. 

Vollstandige Untersuchungen vonnormaler Blasen- 
galle sind von Frerichs und Gorup Besanez (zit. nach 
Hammarsten!?*) gemacht worden; Hammersten selbst hat 
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Analysen von normaler menschlicher Lebergalle durchgefihrt. 
Schon in diesen Analysen sind merkliche Schwankungen in 
den einzelnen Bestandteilen zu finden. 

Spiter wurden von Pierce?’) eine Reihe von Bestimmungen 
des Cholesterin- und des Cholesterinestergehaltes 
von Leichenblasengalle gemacht. Seine Untersuchungen 
zeigten groBe Schwankungen beziiglich der verschiedenen 
Walle; im allgemeinen zeigten sie niedrige Werte bei akuten 
bakteriellen Infektionen und hohe Werte in puerperalen 
Fallen. Weiter bemerkte er einen cholesterinkrystallhaltigen 
Niederschlag, am hiiufigsten in den Fallen, wo der Cholesterin- 
gehalt erhéht war. Er betont, daB die pathologischen Zu- 
stiinde, in denen er erhéhte bzw. verminderte Werte gefunden 
hat, iibereinstimmen mit denjenigen Zustianden, in denen der 
Blutcholesteringehalt nach Chauffard, Laroche und Grigaut 
‘zitiert nach Chauffard’) erhéht bzw. vermindert sein soll. 
Mc Nee?*) hat den Cholesteringehalt wihrend der Schwanger- 
schaft in Leichenblasengalle untersucht und mit anderen Fallen 
verglichen; die Werte in den Schwangerschaftsfillen waren 
mit Ausnahme eines Falles von Cholelithiasis, der noch héhere 
Werte zeigte, viel héher als die der anderen Fille. Dieser 
Befund stimmt auch mit dem nach Chauffard erhéhten Blut- 
cholesteringehalt wihrend der Schwangerschaft iiberein. 

Hier muB aber bemerkt werden, daB weder Pierce noch 
Mc Nee eine Trockensubstanzbestimmung ibrer Fille ge- 
macht haben, so daB man nicht entscheiden kann, inwieweit 
ihre Resultate als Folge von Konzentration der Galle in der 
Gallenblase aufzufassen sind; wohl haben beide das spezifische 
(sewicht angegeben, woraus man schitzen kann, ob es sich um 
eine konzentrierte oder eine verdiinnte Galle handelt; ein ge- 
naues Verhaltnis zwischen Cholesterin und den anderen Gallen- 
bestandteilen ist jedoch nicht daraus festzustellen und einfache 
Konzentration deshalb nicht auszuschlieBen. Mc Nee weist 
darauf hin — und mit einem gewissen Recht —, daB ein 
Fehler auch bei Vergleich von Cholesterin und Trockensubstanz 
hervortritt, der durch den von der Gallenblasenwand sezer- 
nierten Schleim bedingt ist. Doch scheint es mir, daB dieser 
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letztere Fehler kleiner ist als Mc Nee annimmt: eine an- 
scheinend sehr schleimreiche Fliissigkeit gibt nur ziemlich 
wenig Trockenriickstand, und solcher Schleim kann das Ge- 
wicht der Gesamttrockensubstanz der Galle nur relativ wenig 
findern. Deshalb wird das Cholesterintrockensubstanzverhiltnis 
nur wenig durch Schleimbeimischung verindert. 

Uber den Kalkgehalt der Galle ist eine Arbeit von 
Lichtwitz und Bock!) erschienen. Wéahrend diese Autoren 
groBe Schwankungen im Kalkgehalt der Leber- und Blasen- 
galle bei verschiedenen Fallen fanden, konnten sie keine Be- 
ziehungen zwischen diesen und Gallenblasenentziindungen fest- 
stellen. Doch bemerkten sie, daB, wo Schleimmassen vorhanden 
waren, ein Niederschlag von Calciumbilirubin stattfand. 

Von den iibrigen anorganischen Bestandteilen der 
Galle ist nicht viel bekannt; doch sind diese auch von In- 
teresse, weil sie auch in Gallensteinen auftreten kénnen. Ham- 
marsten?*) schreibt: ,Spuren von Kupfer scheinen regelmibig, 
und Spuren von Zink nicht gerade selten vorzukommen; Sul- 
fate fehlen fast ganz oder kommen nur in kleinen Mengen 
vor.“ Das Vorkommen von Kupfer, Eisen und Magnesium 
in Pigmentsteinen ist schon oben erwaihnt worden; in ihnen 
soll auch Mangan gefunden worden sein. 

Im iibrigen sind von besonderem Interesse die Lésungs- 
mittel, nimlich die Gallensiuren und ihre Salze. Von 
den Schwankungen des Gehaltes dieser Substanzen ist wenig 
bekannt. Nach Stadelmann (zit. nach Hammarsten!?”) soll 
ein umgekehrtes Verhaltnis zwischen Pigment und Gallen- 
siuren bestehen. Grigaut (zit. nach Chauffard’) hat eine 
Saure beschrieben, die vom Cholesterin stammen und gleich- 
falls ein umgekehrtes Verhiltnis zu letzterer haben soll. Die 
von mir unternommenen chemischen Untersuchungen erstrecken 
sich nicht auf die Gallensiuren. 

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist es, durch 
gleichzeitige chemische Analysen von Blasengalle und Gallen- 
steinen festzustellen, welche Anderungen in der Galle als Folge 
allgemeiner pathologischer Zustiinde hervortreten, in welcher 
Weise die Galle wahrend ihres Aufenthalts in der normalen 
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bzw. pathologisch verinderten Gallenblase weiter verindert 
wird, welche Schwankungen in der schlieBlichen Zusammen- 
setzung der Blasengalle durch voriges bedingt sein kénnen, 
welche chemischen Unterschiede zwischen verschiedenen Steinen 
und Gruppen von Steinen sich nachweisen lassen und endlich, 
welche chemischen Unterschiede zwischen verschiedenen Teilen 
eines Steins zu finden und wieweit diese auf die oben ge- 
nannten Gallenverinderungen zuriickzufiihren sind. 

Die Klassifikation der Steine ist nach Aschoff*) vor- 
genommen. 


Material. Das zu diesen Analysen gebrauchte Material stammt 
zum groBen Teil aus Leichengallenblasen yon den Sektionen des Patho- 
logischen Instituts der Universitit Freiburg; einige Untersuchungen 
wurden an chirurgisch entfernten Gallenblasen, die an die auswirtige 
Abteilung des Instituts geschickt waren, durchgefiihrt. 


Gallensteine. 


Bearbeitungsmethoden. 


Von den verschiedenen Gruppen von Steinen, die untersucht wurden, 
wurden einige Steine im ganzen und andere, nachdem sie in verschie- 
dene Teile, wie unten beschrieben, zerlegt waren, analysiert. Zuerst 
wurden die Steine durch mehrmaliges Schiitteln mit destilliertem Wasser 
von Galle befreit und danach getrocknet. 

Von Cholesterinpigmentkalksteinen wurden zunichst mehrere, 
die aber immer von derselben Gallenblase stammten und zu derselben 
Generation gehdrten, pulverisiert und zusammen analysiert. Andere 
wurden durchgeschnitten; ihre Kerne, die weicher als die Rinden sind 
und sich deshalb leicht von den Rinden trennen lassen, wurden mit 
der Spitze eines Messers entfernt und die auf diese Weise getrennten 
Kerne und Rindenabschnitte fiir sich analysiert. In einem Fall ist es 
inédglich gewesen, nachdem der Kern herausgenommen war, die Rinde 
weiter in zwei Teile zu zerlegen, nimlich in eine mittlere oder Uber- 
gangsschicht von schokoladebrauner Farbe und mittelweicher Konsi- 
stenz und eine iuBere, ganz harte, mehr griingrau gefirbte Schicht. 
Diese Steine wurden also in 3 Teilen analysiert und zwar jeder fiir 
sich: Kern, innere Rindenschicht und iufere Rindenschicht. 

Eine derartige Trennung ist gewiB nicht quantitativ; doch lassen 
sich Unterschiede zwischen Kern und Rinde stets nachweisen, die wegen 
der unvollkommenen Trennung kleiner erscheinen als sie tatsichlich sind. 
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Tonnenférmige Cholesterinpigmentkalksteine wurden 
genau wie die facettierten behandelt. 

Reine radiiire Cholesterinsteine wurden als einzelne Steine 
ohne Zerlegung analysiert. Kombinationssteine, deren Kerne aus 
reinem radiiirem Cholesterinstein bestanden, mit Rinden von Cholesterin- 
pigmentkalkschichten, wurden in Kern und Rinde zerlegt. Hier ist 
aber, im Gegensatz zu den Cholesterinpigmentkalksteinen, die Rinde 
meistens weich, so daB sie sich durch einfaches Abschneiden oder Ab- 
kratzen von dem ziemlich harten Kern leicht trennen liBt. In diesen 
Fillen ist die Trennung auch nicht quantitativ, wenn auch einfacher 
und genauer als bei den Cholesterinpigmentkalksteinen. 

Reine Pigmentsteine wurden in mehreren Exemplaren von der- 
selben Gallenblase gewonnen und zusammen analysiert. In den zwei 
Fiillen von Kombinationssteinen, wo reine Pigmentkerne von einer 
Cholesterinpigmentkalkschale umgeben waren, war letztere so gering, daB 
keine ‘Trennung mdglich war. 

Ein Fall von Steinen besonderer Art, die in keine der obigen 
Gruppen gehérten und bei welchem die Steine zum grofen Teil aus Cal- 
ciumearbonat mit Pigment bestanden, ist ohne Zerlegung der Steine 
analysiert. 

Ein Fall von sogenannten geschichteteten Cholesterinsteinen (Bac- 
meister*) war nicht vorhanden. 


Chemische Analyse. Herstellung der Extrakte. 


Nachdem die auf die oben beschriebene Weise behandelten Steine 
bzw. Steinteile zu einem feinen Pulver zerrieben waren, wurde die Ana- 
lyse nach folgendem Schema durehgefiihrt. Die Hauptanalyse besteht 
aus Extraktion mit verschiedenen Extraktionsmitteln, wihrend gleich- 
zeitig eine Veraschung vorgenommen wurde, wenn geniigend Substanz 
vorhanden war, Letztere diente auch als Kontrollprobe fiir die anor- 
ganischen Bestandteile. 

Die Extraktion wurde mit Hilfe von ,,Einsatztiegeln“ und Soxleth- 
schem Extraktionsapparat durchgefiihrt. Die Einsatztiegel (Schott und 
Genossen, Jena) bestehen aus Glasréhren, die unten mit einer aus ge- 
sintertem Glas hergestellten Glasfilterplatte abgeschlossen sind (Praus- 
nitz*). Der Einsatztiegel war bei 105° gewichtskonstant gemacht 
worden. 

Eine Menge (am besten 1—2g) des zu analysierenden Pulvers 
wurde dann in den Tiegel hineingebracht, er wurde nochmals bei 105° C 
zur Gewichtskonstanz gebracht und genau abgewogen. Der Tiegel und 
sein Inhalt wurden danach mit Ather extrahiert und zwar fiir 36 bis 
48 Stunden oder langer. Priliminire qualitative Proben zeigten, daB 
mit Mengen von 1—2g Pulver, wenn fein zerrieben, die Extraktion 
innerhalb 36 Stunden beendet war. Der Tiegel wurde mit dem Extrak- 
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tionsriickstand nochmals bei 105° C zur Gewichtskonstanz gebracht und 
gewogen. Das Gewicht des Gesamtitherextrakts wird auf diese Weise 
am genauesten bestimmt. 

Auf die Atherextraktion folgte in ihnlicher Weise eine Extraktion 
mit Chloroform. Hierdurch werden freie Farbstoffe (Bilirubin, Carotin) 
gelist. Meistens aber handelt es sich nur um Spuren, die kaum oder 
iiberhaupt nicht wiigbar sind: die Zahlen, die in den Tabellen gegeben 
sind, haben dementsprechend keine groBe Bedeutung, sie beweisen nur 
die Tatsache, da8 freies Pigment nur in geringsten Mengen in Steinen 
vorhanden ist. 

Endlich wurde eine Salzsiureextraktion gemacht. Der Tiegel 
mit dem Ather- und Chloroformextraktionsriickstand wurde in ein Becher- 
glas gebracht, 10°/) Salzsiure langsam in den Tiegel hineingegossen und 
durchfiltriert, bis die Flissigkeit dauernd iiber dem Riickstand stehen 
blieb. Dann wurde er bis dicht zum Sieden erhitzt, und zwar '), Stde. 
lang. Dieser ProzeB wurde zweimal wiederholt, worauf der Tiegel mit 
destilliertem Wasser durchgespiilt und nochmals zur Gewichtskonstanz 
gebracht und gewogen wurde. In diesem Extrakt wurden die organi- 
schen Bestandteile bestimmt. 

Mit Ausnahme der Pigmentsteine, in denen die anorganischen Be- 
standteile auf diese Weise gar nicht zu lésen sind, hat es sich durch 
Vergleich der so gewonnenen Kalkprozente mit den durch Veraschung 
gewonnenen gezeigt, daB mit kleinen Mengen Riickstandes die Extrak- 
tion beinahe quantitativ ist. Es bleiben aber immer kleine Mengen an- 
organischer Substanzen ungelést. In jedem Falle, wo eine geniigende 
Substanzmenge es méglich machte, wurde gleichzeitig eine Veraschung 
des Pulvers vorgenommen und die gegebenen Werte der anorganischen 
Bestandteile aus diesen Veraschungen bestimmt. Die aus dem Salz- 
siiureextrakt gewonnenen Werte sind nur da gegeben, wo keine gleich- 
zeitige Veraschungsanalyse méglich war. (Keine ,,Asche‘‘ in den Tabellen 
angegeben.) 

Es mu8 weiter bemerkt werden, daB, wihrend bei der Veraschung 
die fliichtigen anorganischen Substanzen nicht mitberechnet sind, letztere 
bei Salzsiiureextraktion auch gelést werden, so daB der Salzsiiureextrakt 
als Ganzes nicht mit der Asche zu vergleichen ist. Wihrend der Ex- 
traktion wurde die Entwicklung von CO, bemerkt, die auf Carbonate 
hinweist. 


Der Riickstand ist ein schwer lésliches schwarzes Pulver. Ein 
Teil davon ist in Chloroform léslich; nach vollkommener Chloroform- 
extraktion lést sich noch ein Teil in Ammoniak; beide Lésungen ent- 
halten Bilirubin. Wird nachher der Riickstand weiter mit Salzsiure 
behandelt, so wird ein weiterer Teil in Chloroform léslich usw. Es 
ist nicht méglich gewesen, eine quantitative Lésung des Bilirubins zu 
erhalten. In den beigegebenen Tabellen ist also der Riickstand im 
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ganzen als solcher beschrieben. In der Tat besteht er zum grébten 
Teil aus Bilirubin, daneben aber auch aus verschiedenen Oxydations- 
produkten des Bilirubins (Kiister'’), EiweiB und Spuren von ungeldsten 
anorganischen Substanzen. 


Untersuchung der einzelnen Extrakte. 


Der Atherextrakt besteht zum gréBten Teil (90°/, oder mehr) aus 
Cholesterin. Au8erdem kann er Spuren von Fettsiuren (Hammarsten”™. 
enthalten und in manchen Fillen Spuren eines goldgelben Pigments. 
Der Extrakt wurde mit 1°/,iger Natronlauge ausgeschiittelt und in 
letzterer wurden durch Ansiuern mit Salzsiure Fettsiuren nachgewiesen. 


Chloroformextrakt. Die Gesamtmengen sind so klein, dab 
keine Trennung ihrer Bestandteile méglich gewesen ist. Die van den 
Berghsche Probe ist meistens positiv. 

Salzsiiureextrakt. Dieser wurde auf genau dieselbe Weise wie 
die unten beschriebene Aschelésung auf anorganische Bestandteile 
untersucht und diente als Kontrollprobe zur letzteren. 

Der Riickstand ist oben beschrieben. 

Die Asche wurde in heiber verdiinnter Salzsiure (10°/, ige) gelést 
und auf ein bestimmtes Volumen gebracht. Von der Lésung wurden 
zwei abpipettierte Teile zur Kalkbestimmung gebraucht; das Calcium 
wurde nach Ausfiillen des Eisens und der Phosphorsiiure mittels Ferri- 
chlorid und Ammoniumacetat durch Fallen als Oxalat und Ti- 
trieren gegen Kaliumpermanganat bestimmt. 

Im iibrigen, falls die Aschenmenge geniigte, wurden in dem rest- 
lichen Teil der Lésung die Schwefelwasserstoff-, Schwefelammonium- 
und Ammoniumearbonatgruppen ausgefillt; Eisen wurde im Schwefel- 
ammoniumniederschlag und Magnesium im Filtrat nach der letzten 
Gruppe qualitativ nachgewiesen. Auf Aluminium, Zink und Mangan 
wurde nicht geachtet. 


Galle. 


Mit der Galle wurden folgende Bestimmungen ausgefiihrt: spezi- 
fisches Gewicht, Trockensubstanz, Asche, Cholesterin und Kalk. AuBer- 
dem wurde das Vorhandensein von Kupfer und Eisen qualitativ nach- 
gewiesen. Endlich wurde eine mikroskopische Untersuchung auf Sedi- 
mente vorgenommen. 


Spezifisches Gewicht: Von einer in einem Tiegel enthaltenen 
und gewogenen Menge Galle wurden 10 cem mittels Einlaufpipette aus- 
pipettiert und der Tiegel mit der iibrigen Galle nochmals gewogen. Der 
Gewichtsunterschied ist das Gewicht von 10 eem Galle. Die Zahlen sind 
in der gewohnlichen Weise gegeben. (Wasser = 1000.) 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVII. 18 
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Trockensubstanz. 


Ein sauberer Porzellantiegel wurde durch Erhitzen bei 100° zur 
Gewichtskonstanz gebracht und gewogen. Eine bestimmte Menge Galle 
wurde hineingegeben (2—4 cem von einer Galle mit hohem, 10—15 cem 
von einer mit niedrigem spezifischem Gewicht) und genau abgewogen. 
Der Tiegel mit seinem Inhalt wurde zunichst auf einem Wasserbad 
erhitzt, bis die Galle eingedampft war, und wurde dann mit dem Riick- 
stand in einem Ofen bei 105° erhitzt, bis kein weiterer Gewichtsverlust 
mehr erfolgte. 

Asche, 

In einem sauberen und durch Glithen konstant gemachten Porzellan- 
tiegel wurde eine Menge von 10—20cem Galle abgewogen und ein- 
gedampft wie bei den Trockensubstanzbestimmungen. (Der Riickstand 
von letzteren wurde in gleicher Weise verascht als Kontrollprobe.) Der 
Tiegel mit der getrockneten Galle wurde genau wie bei der Gallenstein- 
pulververaschung behandelt, zur Gewichtskonstanz gebracht und die 
Aschenmenge gewogen. Die Asche wurde zunichst in heiBer, ver- 
diinnter Salzsiure gelést und die Lésung auf ein gewisses Volumen ge- 
bracht. Darin wurde der Kalkgehalt nach Ausfallung von Eisen und 
Phosphaten durch Fallen als Oxalat, Lésen in Schwefelsiiure und Ti- 
trieren mit n/100-Kaliumpermanganat bestimmt. Die Werte sind als 
Gramm Asche pro 100g Galle“, ,Gramim Asche pro 100 g Trocken- 
substanz“, ,,Milligramm Calcium pro 100 g Galle“, ,,Milligramm Calcium 
pro 100 g Trockensubstanz‘‘ und ,Gramm Ca pro 100g Asche“ aus- 
gerechnet. Kupfer und andere Metalle sind nur qualitativ nachgewiesen 


worden. 
Cholesterin. 


Diese Bestimmung mu8 mdglichst bald nach der Sektion durch- 
gefiihrt werden, da sonst das Cholesterin teilweise infolge bakterieller 
Zersetzung der Galle verschwindet. Das Gesamtcholesterin (freies Cho- 
lesterin plus Cholesterinester) wurde colorimetrisch bestimmt nach 
Autenrieth-Funk. Zwei Bestimmungen wurden stets gleichzeitig 
durehgefiihrt. Die Werte sind als ,,Milligramm Cholesterin pro 100 g 
Galle“ und als ,,Gramm Cholesterin pro 100 g Trockensubstanz“ ge- 
geben. 

Der Fehler dieser Methode betriigt ungefihr 10°/,, doch sind die 
Unterschiede in dem Cholesteringehalt verschiedener Gallen so groB 
(von 10—1000 mg pro 100 g), daB ein derartiger Fehler nicht sehr viel 


ausmacht. 
Resultate und Diskussion. 


Da die Resultate in Tabellenform zusammengestellt sind, 
sollen im folgenden nur die Gesamtresuitate im allgemeinen 
kritisch besprochen werden. 
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A. Steine. 


1. Cholesterinpigmentkalksteine. 


In der Zusammensetzung von Cholesterinpigmentkalksteinen 
bestehen ziemlich groBe Unterschiede zwischen den _ ver- 
schiedenen Fallen (Tab. I); diese sind schon mit bloBem Auge 
nachweisbar, insofern als einige ein fast weiBes, andere ein 
schokoladebraunes Pulver ergeben. Im allgemeinen schwankt 
der Lipoidgehalt zwischen 75—80 und 99°/,. AuBer Chole- 
sterin sind im Atherextrakt kleine Mengen Fettsiiuren nach- 








zuweisen. Wie letztere gebunden sind — ob sie frei sind, ob 
sie als Cholesterinester, oder ob sie auch in den Steinen als 
Kalkseifen hervortreten — ist nicht nachgewiesen worden. 
Tabelle I, 
Facettierte Cholesterinpigmentkalksteine. Gesamt-Steine. 
Fall Nr. 1 2 3 
- | C/o) ae Cf) C/o) 
Atherliésliche Substanz . 97,25 84,98 96,72 
Freies Pigment — Spuren 0,04 
Salzsaure Extraktion . 9,48 0,97 
Riickstand ae 5,54 2,24 
Asche . fos 0,32 8,66 0,53 
Ca, °/, d. Pulvers — 3,28 0,04 
CaO, °/, d. Asche -- 52,36 9,76 
Kupfer 0 0 
Carbonate - 0 0 











Der Riickstandsgehalt zeigt ahnliche Schwankungen, die 
jedoch kein Verhiltnis zum Lipoidgehalt nachweisen lassen 
(Tabb. I—IV). Ebenso ist kein Verhiltnis zu dem Aschen- 
bzw. Kalkgehalt zu finden. Von Bilirubin sind nur Spuren 
als freies Bilirubin vorhanden, wahrend der gréBte Teil ge- 
bunden ist. Daraus laBt sich schlieBen, daB der Kalk und 
andere metallische Bestandteile der Asche nicht nur an Bili- 
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Tabelle II. 


Facettierte Cholesterinpigmentkalksteine; in Kern und Rinde getrennt. 


Albert A. F. Peel, 














Fall Nr. 3 
Ganz | Kern | Rinde 
(°/o) (°/o) (°/o 
Atherlésliche 
Substanz . . | 96,72 | 93,91 | 98,00 
Freies Pig- | | 
ment 0,04 | Spur. | 0,16 
SalzsaureExt. | 0,97) 1,19 0,52 
Riickstand..]| 2,24; 4,89 1,88 
Asche 0,53 0,52 0,30 
Ca, °, des 
Pulvers... | 0,04; 0,07) 0,02 
CaO, °/, der | 
Asche... 9,76 | 19,12 8,79 
Kupfer oO | — | 0 
Eisen..... — |Spur. — 
Magnesium .{| — | — — 
Carbonate..| — | — — 





4 


Rinde 
*/o) 


Kern 


Co) 





97,49 99,76 


0,93 0,22 
1,50 0,02 
— | 001 
0,19, — 











5 
Kern Mitt. 
Mio) _|_ Clo) 
88,9 | 79,20. 
Spur. Spur. | 
8,1 19,49 | 
3,1 | 1,83 
— | 12,25 
2,9 | 6,78 | 
| 
— | 48,7 
0 | 0 
—- | + 
si | 0 
+ | ++ 











6 
Rinde| Kern | Rinde 
("lo (°/o) (°/o) 
72,68 | 89,4 | 97,66 
0,30 1,9 Spur. 
25,75] 2,3) 0,41 
| 1,24] 6,3 2,14 
| 15,65] — 0,42 
4,11] 0,5 0,06 
22,35] — | 19,02 
0 0 0 

+ — | Spur. 
Spur.| — -— 
+++) 0 Spur. 





rubin gebunden, sondern auch in anderen Verbindungen vor- 


handen sind. 


Tabelle III. 


Tonnenférmige Cholesterinpigmentsteine. 





Fall Nr. 
Atherlisliche Substanz . 
Freies Pigment 


Salzsaure Extraktion 
Riickstand 

Asche . esr 
Ca, °/, des Pulvers . 
CaO, °/, der Asche 


Kupfer 


6 
Kern 


Cho) 


92,7 
0,6 
1,2 
5,6 


0,39 


0 








Carbonate 


Rinde (°/o) 


6 


97,79 
Spuren 
0,37 
1,86 
0,32 
0,04 
18,69 
0 
Spuren 





Ganzer Stein (°/,) 


98,44 
0,07 
1,49 
0,14 
0,03 

25 
0 


Ebenso wie die oben beschriebenen Bestandteile zeigt die 
Asche groBe Schwankungen, von 0,53—8,66°/,, und in einer 
Rinde bis 15,65°/,.. Ebenso ist eine Schwankung im Prozent- 
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satz der Asche, soweit sie aus Calciumoxyd besteht, zu bemerken; 
diese kénnte entweder durch das Vorhandensein anderer Me- 
talle oder durch verschiedene Verbindungen des Kalks — teil- 
weise als organische Verbindung oder als Carbonat, wenn er als 
Oxyd gewogen wird, und teilweise als Phosphat, wenn er als 
solches gewogen wird und deshalb als Oxyd gerechnet einen 
kleineren Prozentsatz der Asche ausmachen wird — hervor- 
gerufen werden. Von anderen Metallen ist Kupfer in den 
untersuchten Cholesterinpigmentkalksteinen nicht gefunden 
worden; Kisen ist in kleinen Mengen in einigen Fallen nach- 
gewiesen; Spuren von Magnesium sind in einem Fall nach- 
gewiesen worden. Auf andere Metalle wurde nicht geachtet. 

Diese Befunde gelten nicht nur fiir facettierte, sondern 
auch fir tonnenférmige Cholesterinpigmentkalksteine, die 
ebenfalls Schwankungen in ihrer Zusammensetzung zeigen und 
die sich chemisch von den facettierten Steinen nicht unter- 
scheiden lassen. 


Tabelle IV. 


Kerne von Cholesterinpigmentkalksteinen. 





























Fall Nr. 3 4 5 6 Facet. | 6 Ton 

Ct) | te - OF Me Ff Gh 

Atherlésliche Subst. | 93,91 97,49 88,9 89,4 92,7 
Freies Pigment ..{| Spuren | Spuren | Spuren 1,9 0,6 
Salzsaure Extrakt. . 1,19 0,93 8,1 2.3 1,2 
Riickstand ..... 4,89 1,59 3,1 6,3 5,6 
Calcium %/,..... 0,07 0,19 2.9 0,4 0,4 


Andere Resultate ergeben sich jedoch dann, wenn die 
Steine, seien es facettierte oder tonnenférmige, in Rinde und 
Kern getrennt, analysiert werden. Die Befunde von vier facet- 
tierten Steinen sind in Tab. II, von einem tonnenférmigen 
Stein in Tab. III gegeben. Hier zeigt es sich, daB die Schwan- 
kungen zum gréBten Teil durch Schwankungen in der Zu- 
sammensetzung der Rinde bedingt sind, waihrend die Kerne im 
allgemeinen viel kleinere Schwankungen zeigen. Der KHinfach- 
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heit halber sind die 5 Kernanalysen zum Vergleich in Tab. IV 
zusammengestellt, wihrend die 5 Rindenanalysen (mit den 
Rindenanalysen zweier Kombinationssteine) in Tab. VII bei- 
gegeben sind. Wahrend nun die itherléslichen Substanzen 
in der Rinde (ausschlieBlich der Kombinationssteinrinde) 
zwischen 99,75°/, und 72,68°/, schwanken, schwanken dieselben 
Substanzen in den Kernen derselben Steine nur zwischen 
97,5°/, und 88,9°/,. Ebenso sind die Schwankungen im Kalk- 
gehalt der Kerne (0,07—2,93°/,) kleiner als die der Rinde 
(0,01—4,11°/, und 6,78°/, in einer mittleren Schicht). 

Wahrend also groBe Unterschiede zwischen den Rinden 
verschiedener Steine hervortreten, ist die Zusammensetzung 
der Kerne fast konstant (Tab. IV). Tatsichlich gibt es je- 
doch kleine Schwankungen in den gefundenen Resultaten, die 
am gréBten sind hinsichtlich der Substanzen, die in kleineren 
Mengen auftreten; es muB aber bemerkt werden, wie schon 
unter ,,Methoden“ beschrieben, da8 eine quantitative Trennung 
zwischen Rinde und Kern nicht méglich ist, und es ist wohl 
moéglich, daB die Unterschiede in den Kernen durch unvoll- 
kommene Trennung von der Rinde bedingt sind. Wenn mit 
dem Kern eines Steines — wie bei Nr. 5 — eine kleine Menge 
der mittleren Schicht (Tab. IJ), die 79,2°/, atherlésliche Sub- 
stanzen und 6,78°/, Kalk enthilt, gemischt ist, wird diese 
ziemlich wenig zu den etwa 90°), itherléslichen Substanzen 
des Kerns ausmachen, wihrend eine groBe Steigerung des 
Kalkgehaltes auch von etwa 0,5°/, auf die gefundene Menge 
von 2,9°/, stattfinden kénnte. 

Es ist also sehr wohl méglich, wenn nicht wahrscheinlich, 
daB die Kerne der Cholesterinpigmentkalksteine eine 
fast konstante Zusammensetzung haben, wihrend die Rinden 
groBe Schwankungen zeigen, die die Unterschiede zwischen den 
verschiedenen Steinen bedingen. 


Weiter ist zu bemerken, daB die Mehrzahl von Chole- 
sterinpigmentkalksteinen weniger itherlésliche Substanzen, mehr 
Bilirubin und mehr Kalk im Kern als in der Rinde enthilt, 
wihrend das Umgekehrte selten der Fall zu sein scheint. 
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29. Radifre Cholesterinsteine und ibre Kombinatious- 
steine. 


Reine radidre Cholesterinsteine enthalten etwa 99°/, oder 
mehr itherlésliche Substanzen und nur Spuren von Farbstoff 
und anorganischen Substanzen. Fettsiuren, wenn iiberhaupt 
vorhanden, treten nur in kleinen Mengen hervor. Der Kalk- 
gehalt ist etwa 0,05°/, (Tab. V). 


Tabelle V. 


Reine Cholesterinsteine, mit den ebenfalls aus reinen Cholesterinsteinen 
bestehenden Kernen von Kombinationssteinen verglichen. 





Fall Nr. 8 9 10 
ni | Kern (°/,) Kern (’/,) 
Atherlésliche Substanzen . . 99,72 99,79 97,57 
Freies Pigment .... . — — 
Salzsaurer Extrakt . . . . 0,11 0,07 2,04 
a 0,16 0,14 0,38 
ee ee ee 0,06 0,05 0,80 











Die Radiarcholesterinkerne von Kombinationssteinen haben 
also eine sehr ahnliche Zusammensetzung (97,6—99,8 °/, ather- 
lésliche Substanzen) und sind nicht von den reinen Cholesterin-., 


Tabelle VI. 


Kombinationssteine, deren Kerne aus reinen Cholesterinsteinen bestehen. 





Fall Nr. 9 10 








Kern (° ») Rinde (°/,)| Kern (°/,) |Rinde (°/,) 
Atherlésliche Substanzen. . 99,79 99,2 97,57 81,20 
Freies Pigment . . .. . — = o o- 
Salzsaurer Extrakt . . . . 0,07 0,14 2,04 13,00 
Riickstand. . .... . 0,1 0,64 0,38 5,8 
eae ee ee ee a 0,14 -- 8,38 
Cals 6 « « «& # @ 4 0,05 0,06 0,80 | 4,70 


steinen chemisch zu unterscheiden. Von zwei untersuchten Fallen 
hatte z. B. das Zentrum von Nr. 9 fast genau dieselbe Zusammeu- 
setzung wie der reine Cholesterinstein Nr. 8, wihrend die 
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kleinen Unterschiede in dem Zentrum von Nr. 10 leicht durch 
unvollkommene ‘'rennung von der Rinde bedingt sein kénnen | 
(Tab. V und VI). | 
Die Rinden solcher Kombinationssteine zeigen ahnliche 
Schwankungen in der Zusammensetzung wie die Rinden der é 
Cholesterinpigmentkalksteine (vgl. Nr. 9 und 10, Tab. VII mit 


Tabelle VII. 


Rinde von Cholesterinpigmentkalksteinen und von Kombinationssteinen. 





anata 
































Fall Nr] 3 | 4 | 5 |oFael6Ton]| 9 | 10 

Steinart |C.P.K.JC.P.K./C.P.K.JC.P.K.|C.P.K.] Komb./Komb. 

(°/o) ; Py) (°/5) (°/o) (°; o) (°/o) (°/) 
Atherlésliche Substanzen 98,00 | 99,76 | 72,68 | 97,66 197,79 | 99,2 | 81,20 | 
Freies Pigment 0,16 | — 0,30 | Spur. | Spur. | — — 
Salzsaurer Extrakt 0,52 | 0,22 | 25,75 | 0,41 | 0,87 | 0,14 | 13,00 | 
Riieckstand 1,33 | 0,02 | 1,24] 2,14] 1,86] 0,64] 5,8 | 
Asche 0,30} — |15,65 | 0,42 | 0,32] 014 | 8,38 ’ 

Calcium . 0,02 | 0,01 | 4,11 | 0,06 | 0,04 | 0,09 4,70 
Nr. 3—6) und sind von letzteren chemisch nicht zu unter- 


/ 


scheiden. Sie scheinen unter denselben Bedingungen wie die 
Rinden der Cholesterinpigmentkalksteine aus der Galle nieder- 
geschlagen zu werden, die Unterschiede zwischen verschiedenen 
Fiillen und verschiedenen Schichten sind wahrscheinlich aut 
wechselnde Zusammensetzung der Galle nach der Entstehung 
der Kerne zuriickzufiihren. Interessant ist in dieser Beziehung 
der Vergleich zwischen den Rinden der facettierten und der 
tonnenférmigen Cholesterinpigmentkalksteine im Fall Nr. 6, die, 
aus derselben Galle entstanden, fast genau dieselbe Zusammen- 
setzung zeigen. 

Es ist also wahrscheinlich, daB es eine gewisse Zusammen- 
setzung der Galle gibt, bei der ein radidrer Cholesterinstein 
oder der Kern eines einen Radiircholesterinstein enthaltenden 
Kombinationssteines entsteht, und eine ganz andere bestimmte 
Zusammensetzung der Galle, die den Kern eines Cholesterin- 
pigmentkalksteines entstehen laBt. Eine Entstehung solcher 
Cholesterin- bzw. Kombinationssteine durch sekundire Um- 
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wandiung eines primiren Cholesterinpigmentkalksteines im Sinne 
Naunyns geniigt nicht, um die Zusammensetzung des Steines 
Nr. 10 (Tab. VI) zu erkliren; wihrend das Zentrum dieses 
Steines 97,57 °/, atherlésliche Substanzen enthilt, im Vergleich 
mit den etwa 89—97°/, itherléslichen Substanzen der Chole- 
sterinpigmentkalkkerne, enthalt die Rinde dieses Steines nur 
81,2°/, atherlésliche Substanz. Es ist kaum anzunehmen, daB 
es sich hier um Hineindiffundieren von Cholesterin in einen 
Cholesterinpigmentkalkstein handeln sollte. 

Eine weitere Tatsache ist zu erwihnen, naimlich, daB in 
der Rinde solcher Kombinationssteine weniger itherldsliche 
Substanzen, mehr Bilirubin und mehr Kalk als im Zentrum vor- 
handen sind. Hierdurch ist wahrscheinlich die bekannte Ring- 
form des Réntgenbildes eines derartigen Gallensteines bedingt; 
in Cholesterinpigmentkalksteinen ist das charakteristische Ring- 
bild wahrscheinlich durch die hiufig sich findenden zentralen 
Hohlraiume und die dadurch bedingte zentrale Aufhellung bedingt. 


3. Reine Pigmentsteine und ihre Kombinationssteine. 


Bevor ich auf den chemischen Charakter dieser Steine 
eingehe, ist es notwendig, kurz auf die makroskopischen bzw. 
morphologischen Eigentiimlichkeiten dieser Steingruppe einzu- 
gehen. Sie sind von Stecknadelkopf- bis KirschkerngréBe mit 
feinkérniger Oberfliche, so daB sie aussehen, als wenn sie aus 
mehreren kleinen Kiigelchen zusammengesetzt waren. Fiir 
gewohnlich sind sie ganz schwarz, doch kann eine sekundire 
Rindenauflagerung die schwarze Farbe iiberdecken. In frischem 
Zustande sind sie ziemlich hart; durch Austrocknen steigt die 
Harte auBerordentlich. Auf dem Durchschnitt sind sie tiberall 
gleichmiBig gebaut; sie zeigen weder radiire noch konzen- 
trische Schichten, noch einen zentralen, unterscheidbaren Kern. 


In einem Fall wurde zuniichst angenommen, da8 reine Pigment- 
steine vorliigen, jedoch zeigte sich, daB sie in eine besondere Gruppe 
gehorten. Anstatt schwarz waren sie dunkelbraun und waren grob- 
kérnig. In getrocknetem Zustand waren sie leicht briichig, beim Durch- 
schneiden zeigten sie ein mehr locker gebautes Zentrum. Chemisch ent- 
hielten sie nur 4,1°/, itherlésliche Substanzen; im Vergleich mit den 
reinen Pigmentsteinen enthielten sie viel mehr Asche (36°/, anstatt etwa 
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10 °/,), die etwa 6—7fache Menge an Kalk (14°/, anstatt 2—2,5°/,) und 
dabei reichlich Carbonate; andererseits waren Spuren von Kupfer vor- 
handen. Sie gehérten also zu einer Gruppe von ecarbonathaltigen Pig- 
mentsteinen (vgl. unten). 

Die echten reinen Pigmentsteine zeigen eine ganz andere 
Zusammensetzung als alle andern bis jetzt beschriebenen Steine. 
Wenn es sich um Steine handelt, die noch keine Spur von 
Auflagerung einer Kombinationsschale zeigen, so treten die 
fitherléslichen Substanzen ganz zuriick (O—1,5°/,). In dem 
Atherextrakt konnte keine Spur von Cholesterin nachgewiesen 
werden. Freies Pigment macht nur einen kleinen Teil des 
Ganzen (bis 2,5°/,) aus. Der Hauptbestandteil der Steine 
scheint aus an Metalle gebundenem Bilirubin zu bestehen. 


In zwei seltenen Fallen waren derartige Steine mit einer 
diinnen Schale von Cholesterinpigmentkalk umgeben, d. h. es 
handelte sich um Kombinationssteine in einem friihen Stadium. 
Hier waren 19 und 6,6 °/, atherlésliche Substanzen vorhanden, 
wiihrend die nicht léslichen Teile eine den reinen Pigment- 
steinen sehr iihnliche Zusammensetzung hatten. Leider war 
es nicht méglich, die Schalen zu trennen und fiir sich zu analy- 
sieren. Doch ist es wahrscheinlich, daB sie eine den Rinden 
der Kombinations- und der Cholesterinpigmentkalksteine ihn- 
liche Zusammensetzung gezeigt hitten. 


Die Asche machte 10 °/, des Gesamtpulvers aus (Tab. VIII); 
sie enthielt in beiden Fallen von reinen Pigmentsteinen etwa 
27°/, Calciumoxyd, wihrend sie in den beiden Kombinations- 
steinen 20 und 39°/, enthielt. Der Kalkgehalt des Gesamt- 
pulvers blieb in allen vier Fallen ziemlich konstant: zwischen 
1,9 und 2,6°/,. AuBer dem Kalk enthielt die Asche in den 
von mir untersuchten Fallen stets Kupfer und Eisen in 
solchen Mengen, daf sie ganz schwarz bis dunkelbraun gefiarbt 
war. Diese Farbe der Asche ist fiir die Pigmentsteine 
charakteristisch und ist in den oben beschriebenen iibrigen 
Steingruppen nie gefunden worden. Der Kupfergehalt der Asche 
scheint wechselnd zu sein (1—10°/,). Dasselbe scheint fiir 
das Kisen zu gelten. Jedenfalls ist bemerkenswert, daB diese 
Schwermetalle in relativ so groBen Mengen in den Pigment- 
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Tabelle VIII. 


Reine Pigmentsteine und ihre Kombinationssteine; mit carbonathaltigen 
Pigmentsteinen verglichen. 





Fall Nr. | 11 12 13 | 33 34 
Reine Pigment-| Kombinations- | Carbonat- 
steine (°/,) steine (°/)) pigmentst. 
Atherlisliche Substanzen 1,29 0,00 | 18,97 6,6 4,1 
Freies Pigment. .. . — | 2,88 0,82 0,9 Spuren 
Salzsaurer Extrakt . . — _ — | — 60,73 
Riickstand ..... — — — — 35,17 
Asche ..... . .] 11,03 | 9,69 | 9,42 | 12,92 | 36,26 
Ca, °/, des Steins . . . 2,12 1,91 2,61 1,86 14,52 
CaO, °/, der Asche . .]| 26,88 | 27,56 | 38,7 20,19 56,03 
Kupfer. . . . 2. ef HEE HEHEHE Lt HtHt +e ++ 
ee ee ee + + + + 
Magnesium .... . - — Spuren Spuren - 
Carbonate ..... 0 0 0 | O ++ + 











steinen vorkommen, daf durch sie die Farbe der Asche ganz 
schwarz bzw. dunkelbraun wird, waihrend die iibrigen Stein- 
arten gewohnlich eine weiBe Asche aufweisen. 

AuBer den vier Fillen, die in den Tabellen beschrieben 
sind, wurden noch zwei Fille von reinen Pigmentsteinen aus 
der Demonstrationssammlung auf Kupfer qualitativ untersucht. 
Letzteres ist in beiden Fallen gefunden worden und zwar in 
geniigenden Mengen, um die schwarze Farbe der Asche, wie 
sie fiir diese Steine charakteristisch ist, hervorzurufen. 


4. Erdige Pigmentsteine (Choledochussteine). 


Leider stand nur ein einziger derartiger Stein zur chemi- 
schen Untersuchung zur Verfiigung. Doch ergab seine Analyse 
merkbare Unterschiede zwischen derartigen Steinen und den oben 
beschriebenen Steinarten. Von den reinen Pigmentsteinen war 
er durch seinen hohen Gehalt an itherléslichen Substanzen 
unterschieden wie auch durch seinen nur eben nachweisbaren 
Kupfergehalt. Von den Cholesterinpigmentkalksteinen konnte 
man ihn unterscheiden durch seinen hohen Gehalt an den 
schwer léslichen oder unléslichen Substanzen, die als Riickstand 
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gegeben sind, und weiter durch das bereits erwihnte Vorkommen 
von kleinen Mengen von Kupfer. Man mu8 jedoch zugeben, 
daB es moglich ist, daB kleine Mengen von Kupfer in einem 
Cholesterinpigmentkalkstein, der in einer kupferhaltigen Galle 
entstanden ist, vielleicht als Adsorptionsprodukt, gefunden 
werden koénnen; sicherlich aber nicht in denjenigen Mengen, 
in denen es in reinen Pigmentsteinen vorkommt. GréBerer 
Wert ist auf den nach Atherextraktion zuriickbleibenden Riick- 
stand zu legen, der nicht nur schwerer léslich, sondern auch 
schwirzer und hirter ist und dem der reinen Pigmentsteine 
mehr dhnelt. 


5. Carbonathaltige Steine. 


Ein derartiger Stein, der im ersten Augenblick fiir einen 
reinen Pigmentstein angesehen worden war, ist von mir unter- 
sucht worden. Die sichtbaren Unterschiede zwischen solchen 
und reinen Pigmentsteinen sind oben beschrieben. Chemisch 
lag der Hauptunterschied in dem gréBeren Aschengehalt mit 
groBen Mengen von Calcium und von Carbonaten (Tab. VIII 


und IX). 
Tabelle IX. 
Erdige Pigmentsteine. Zum Vergleich sind die Rinden zweier Chol- 
esterinpigmentkalksteine und der Carbonatstein Nr. 34 auch gegeben. 














Fall Nr. 14 5 | 10 34 
a Erdiges Cholesterinpigment- Carbonat- 
Pigment kalkrinde stein 

Atherlésliche Substanzen | 79,45°/, | 72,68°/, | 81,20°/) | 4,1 /, 
Freies Pigment. . . . 0,5 0,3 | — Spuren 
Salzsaurer Extrakt . . 4,22 25,75 | 13,00 60,73 °/, 
Riickstand . .. . .| 15,85 1,24 | 5,38 35,17 
Asche .......) — 15,65 | 8,38 36,26 
Ca, °/, des Pulvers . . 0,79 4,11 | 4,70 14,52 
CaO, °/, der Asche .. — 2285 | 8,4 50,03 
Kupfer. . . . . . .] Spuren 0 | 0 * 
I. ho kty fc) hey ln nan ++ + oo + 
Carbonate ..... 0 +++ 0 +++ 











Uber den Ursprung solcher Steine ist schwer etwas Sicheres 
zu sagen. Sie sind in einer Gallenblase, die Narben zeigte, 


7 
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gefunden worden, aber man mu zugeben, daB die Entziindung 
auch sekundir entstanden sein kénnte. In der ganzen Reihe 
von Steinen habe ich Carbonate sonst nur in den Cholesterin- 
pigmentkalksteinen gefunden, andererseits spricht das Kupfer 
fiir eine metabolische Veriinderung der Galle als Ursprung der 
Steine. Die Méglichkeit, daB es sich um eine Art Kombi- 
nationsstein mit Auflagerung einer carbonathaltigen Rinde 
(vgl. Cholesterinpigmentkalkstein Nr.5) infolge von sekundirer 
Entziindung, auf Zentren, die aus kleinen, reinen Pigment- 
steinen bestanden und metabolisch bedingt waren, handelt, ist 
nicht auszuschlieBen. Jedenfalls scheinen solche Steine sehr 
selten zu sein. 


Zusammenfassung der an Steinen erhobenen Befunde. 


Zusammenfassend kann man sagen, daB, abgesehen von 
den erdigen Pigmentsteinen, die im Choledochus enitstehen, 
und von den seltenen Carbonatsteinen, es nach ihrer chemi- 
schen Zusammensetzung dreierlei unterscheidbare Arten von 
Steinen bzw. Steinzentren gibt: davon kénnen zwei, nimlich 
die reinen Cholesterinsteine und die reinen Pigmentsteine, als 
solche allein in der Galle existieren oder mit einer Rinde um- 
geben auftreten, wihrend die dritte Art von Zentren, nimlich das 
Cholesterinpigmentkalkzentrum, stets sofort nach seiner Ent- 
stehung eine Rinde um sich niederschlagen liBt, so daB es 
nie ohne Rinde gefunden wird. Die Rinden dieser letzteren 
Steine, wie auch die etwaigen Rinden um reine Cholesterin- 
und Pigmentsteine, zeigten eine ahnliche Zusammensetzung, 
wiithrend die Kerne der drei verschiedenen Steinarten chemisch 
ganz verschieden zusammengesetzt sind. 

Uber die Entstehung der Steine lassen sich schon hieraus 
einige Schliisse ziehen, wihrend weitere Schliisse nur gezogen 
werden kénnen, nachdem die Gallenverinderungen besprochen 
sind. 

1. Diejenigen Gallenverinderungen, die zu der Bildung 
des Kerns eines Cholesterinkalksteines fiihren, fiihren auch 
sofort danach zur Bildung der Rinde; dieselbe Art von Gallen- 
verainderungen ist auch fiir die Bildung der Rinden von Kombi- 
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Gallenleiden 
Hydrops 
Colon Care. 
Pyeloueph. 
Uriimie 
Phthise 
Hydrops 
Pancreas Ca 
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C.P.K.-Steine 
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Tabelle X. 
Zusammensetzung | 
der Galle 
Krankheit Sediment oe : to 
no eo 3 Oo 
eo © Si o|m © 
et ar ga 
| vet | 
Sp* oF 
Peritonitis GG. BG. Z. 100 19 
Thymus Ca BG. Z. 892 | 1,63 ~- 
Erstickung — _ -- 102 
Uterus Ca s. Proto- 86 | 0,72 13 
Verbrennung kein 570 | 1,86 88 
Enteritis ulce- GG. K. Z. es 
rosa Lip. 88 | 1,15 $4 
21 | Pyelonephritis GG. 141 | 1,05 48 
22 | Herzfehler K. GG. Z. 196 | 0,90 | 35 
23 | Pylorus Ca kein 851 | 1,17 | i171 
24 | Hypernephrom ‘ 548 | 1,34 79 
25 | Peritonitis, pa - 
Himachromatose Z - = 
26 | Verhungern GG. K. Z. 522 | 1,5 39 
27 | Basedow Z. 430 | 1,67 56 
28 | Akut. Neph. GG. 141 | 1,07 | 34 
Hamachromatose 
Pylorus Ca Rad. St. 231 | 1,39 33 











| 
<10 | 0,50 6 
92 | 0,78 10 
108 | 0,87 | 20 


Tabelle XI. 
26 
i 


25 | 0,76 


10 | 0,50 





3G. BG. = Gelber, bzw. brauner granulirer Niederschlag. Z= Zellen. 


C.P.K.-Stein = Cholesterinpigmentkalksteine. 
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Galle. 
| Zusan t der - ‘ 
niseeneiaaniep deadlines Zusammensetzung der Asche 
substanz 
| canis | Chole- 
| Cholest. | Asche Calcium Calcium cystitis 
0/ | 0) 00 0/ Cu Fe 
#0 0 0 0 
—— LT Te —_— — omen 
74 | — | 0,38 0 | O _— 
[oe fom Oe = se 
| 2,00 | 16.5 | 0,31 1,85 ae eee a 
| 2,37 8,6 | 0,41 6,6 ee 
' 
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| «3,2 2,3 0,41 3,34 a oa ea 
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4,13 37, 0,46 1,33 me “20 se bs 
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Hydropsfalle (auch oben). 
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K = Krystalle. Lip. = Lipoidtropfen. Rad. St. = Radiiire Cholesterinstein. 
Pig.-Stein = Pigmentsteine. 
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nationssteinen verantwortlich zu machen; ob dieses entziind- 
liche, metabolische oder statisch bedingte Verinderungen sind, 
kann hier nicht ohne weiteres entschieden werden. 

2. Diejenige Verinderung der Galle, die zur Bildung eines 
reinen Cholesterinsteines fiihrt, scheint von der unter 1. an- 
genommenen vollig verschieden zu sein. Wahrscheinlich handelt 
es sich um eine Ausfallung von fast reinem Cholesterin, die ent- 
weder durch Vermehrung des Cholesteringehalts der Galle oder 
durch Verminderung des Gehalts an Lésungsmitteln (Gallen- 
siiuren) bedingt sein kénnte. Hier ist also an eine metabolisch 
bedingte Veriinderung als einen der notwendigen F'aktoren zu 
denken. 

3. Zur Bildung eines reinen Pigmentsteines ist ebenfalls 
eine besondere Art von Verinderung der Galle nétig. In diesem 
Fall handelt es sich um eine metabolisch verinderte Galle, 
in dem Sinne, daB sie relativ viel Kupfer enthalt, wenn auch 
andere Faktoren eine Rolle spielen kénnten. 

Yon einer sekundiren Umwandlung eines reinen Pigment- 
steines in irgendeine andere Art von Steinen im Sinne Boy- 
sens kann keine Rede sein, wenn der Kupfergehalt und die 
Schwerloéslichkeit des Steines in allen Lésungsmitteln beriick- 
sichtigt werden. Ebenso unwahrscheinlich ist die sekundiire 
Umwandlung eines Cholesterinpigmentkalksteines, dessen Zen- 
trum eben gewisse Mengen von schwerlislichen Substanzen 
enthilt, in einen radiiren Cholesterinstein im Sinne Naunyns. 


B. Galle. 
Konzentration. 


Die Wichtigkeit des Auseinanderhaltens der zwei Fragen, 
nimlich: welche Veriinderungen zeigt die von der Leber secer- 
nierte Galle? und welche weiteren Verinderungen werden durch 
Aufenthalt in einer normalen oder pathologisch verinderten 
Gallenblase hervorgerufen?, braucht nicht besonders betont zu 
werden. Dies kann vielleicht durch einige Beispiele noch 
klarer gemacht werden. 

In Tab. X finden sich drei Fille, die in der Blasengalle 
einen Cholesteringehalt von 500—600 mg pro 100g Galle haben 
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(Nr. 19, 24 und 32). Von diesen sind zwei sehr konzentrierte 
Gallen (Nr. 19 und 32) mit 21,7 und 20,78 °/, Trockensubstanz. 
Die Beziehung zwischen Cholesterin und Trockensubstanz in 
diesen zwei Fallen ist 2,37 und 2,47 °/,, d. h. eine dem durch- 
schnittlichen Wert tbnliche. (Vgl Fall 22 mit 200mg Chole- 
sterin pro 100g Galle=2,5°/, der Trockensubstanz, und Fall 29 
mit 230 mg Cholesterin pro 100g Galle = 2,22 °/, der Trocken- 
substanz.) Der dritte Fall (Nr.24) aber ist nur von mittlerer 
Konzentration und das Cholesterin macht 4,09 °/, der Trocken- 
substanz aus. Das Endresultat weiterer Eindickung solcher 
Galle ist in Fall 16 zu sehen, wo mit 4,26 oder 20,92 °/, 
Trockensubstanz aus Cholesterin bestehend, der Cholesterin- 
gehalt 890mg pro 100g Galle ist. Im Gegenteil, wenn eine 
solche Galle ganz verdiinnt bleibt, ist der Cholesteringehalt 
pro 100g Galle sehr niedrig, wie im Falle 5 mit 2,24°/. 
Trockensubstanz, wovon 4,13 °/, aus Cholesterin bestand und 
in 100g Galle nur 90mg Cholesterin zu finden waren. 

Der Grad dieser Konzentration kann das Zehnfache er- 
reichen. Die gefundenen Werte von 'T'rockensubstanz, ab- 
gesehen von den Hydropsfillen, liegen zwischen 2,24 und 
21,7°/, (Tab. X). Der erste dieser Werte liegt in der Niihe 
der von Hammarsten'’) gefundenen Werte von normaler 
Lebergalle. Uber den Grad der Konzentrationen, die bei ver- 
schiedenen Krankheiten gefunden werden, kann aus 20 Fallen 
nicht viel gesagt werden; doch sind in diesenF allen niedrige Kon- 
zentrationen bei infektiédsen und septischen Krankheitszustiinden 
gefunden worden; kachektisch machende Krankheiten geben 
sowohl hohe (19,01°/,, Fall 23, Karzinom des Pylorus) wie 
auch niedrige Werte (3,27°/,, Fall 31, Karzinom des Dick- 
darms), wenn sie auch meistens niedrig sind. 


Aschengehalt. 


Wenn man zuniichst diese Trockensubstanzwerte mit de 
Aschenprozentsiitzen derselben Gallen vergleicht, sieht man, 
daB letztere relativ viel weniger steigen, d.h. daB wihrend 
des Konzentrationsprozesses anorganische Substanzen mit 


Wasser schneller als organische Substanzen resorbiert werden, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVII. 19 
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oder daB organische Substanzen hinzukommen (z. B. Mucin). 
Die Werte als solche (°/, Trockensubstanz und °/, Asche) 
zeigen keine genauen mathematischen Verhiltnisse. Rechnet 
man aber die Aschenwerte als °/, der Trockensubstanz, so 
hegen die Werte auf einer Kurve, die in der Figur1 ge- 
geben ist. Werte aus der Literatur gewonnen, nimlich vier 
Blasengallenuntersuchungen von Frerichs und Gorup Be- 
sanez, und drei Lebergalleuntersuchungen von Hammarsten, 


alle von Hammarsten!’) zitiert), liegen auf eincr Ahnlichen 
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Kurve, wenn sie in &hnlicher Weise ausgerechnet sind. Die 
Kurve zeigt, daB mit zunehmender Konzentration der Galle 
durch die Gallenblase zunichst Wasser mit anorganischen 
Substanzen schnell resorbiert wird, bzw. organische Sub- 
stanzen hinzukommen, bis ein gewisser Grad erreicht ist; 
danach werden die anorganischen Substanzen immer langsamer 
im Vergleich mit organischen resorbiert, bzw. organische und 
anorganische Substanzen zu gleicher Zeit zugegeben. Hierin 
zeigt sich ein interessantes Phanomen hinsichtlich der Funk- 
tion der Gallenblase, auf das ich hier jedoch nicht weiter ein- 


gehen michte. Ich will nur bemerken, da es leichter mit 
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der Resorptions- als mit der Sekretionstheorie zu _ ver- 
stehen ist. 

Es handelt sich jedenfalls um eine Tatsache, die hin- 
sichtlich der Frage der Entstehung der Gallensteine iiberhaupt 
von einer gewissen prinzipiellen Bedeutung ist, daB nimlich 
je konzentrierter eine Galle wird, der Prozentsatz der Trocken- 
substanzen in um so geringerem prozentualen Verhiltnis aus 
anorganischen Substanzen besteht. Diese l'atsache stellt wohl 
einen der wichtigsten Faktoren fiir das Auftreten von Rinden- 
schichten der Gallensteine dar, die ja ganz verschiedene Zu- 
sammensetzung zeigen, insofern als namlich die Galle dauernd 
physiologische Konzentrationsinderungen wahrend ihres Aufent- 
haltes in der Gallenblase durchmacht. 


Cholesterin. 


Wenn zunachst das Cholesterin in seiner Beziehung zu 
der Gesamttrockensubstanz betrachtet werden soll, ist der 
durchschnittliche Wert aller Falle 2,59°/, (abgesehen von den 
Hydropsfallen mit 2,79°/,); insofern, als mehr auBerordentlich 
hohe als niedrige Prozentsatze ergebende Falle untersucht 
sind, ist der durchschnittliche Wert wahrscheinlich etwas 
hoher als der normale. 

6 Falle zeigten zwischen 2,0 und 2,5°/,. Diese méchte 
ich als normal ansehen; zwei Werte sind etwa 3,2—3,4°/,. 
Letztere sind ein wenig, wenn auch nicht viel erhdht. 

Ks bleiben 6 Falle, die viel héhere Werte zeigen, von 4,0 
bis 4,5°/,. Diese sind zweifellos sehr erhéht, sie bestehen 
aus 4 Fallen von bésartigen Tumoren und 1 Fall von Ver- 
hungern, d. h. 5 Falle, wo ein kachektischer Zustand vor- 
handen ist; genaueres iiber den 6. Fall ist nicht bekannt. 
(jerade in solch einem kachektischen Zustand soll der Blut- 
cholesteringehalt erhéht sein. Leider ist es nicht gelungen, 
andere Fille, in denen der Blutcholesteringehalt erhéht sein 
soll, z. B. von Schwangerschaft zu untersuchen. 

Andererseits bleiben 4 Fille, in denen die Werte nie- 
driger als 2°/, sind. Mit einer Ausnahme (Nr. 31, Karzinom 
des Dickdarms, der auch Cystitis und Pyelonephritis zeigte) 

19* 
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sind es Fille von septischen oder infektidsen Krankheiten, in 
denen gerade eine Verminderung des Blutcholesteringehalts 
stattfinden soll (Chauffard.’) Ubrig bleiben die zwei Hydrops- 
fliissigkeiten, die beide weniger als 1°/, zeigen, in denen aber 
die niedrigen Werte wahrscheinlich auf andere Griinde zu- 
riickzufiihren sind. - 

Diese Verhiiltnisse werden aber wihrend des Aufenthaltes 
in der Gallenblase verindert. Von den 6 Fallen, die iiber 
4 Cholesterin pro 100 g Trockensubstanz haben, enthalten 
zwei nach Konzentration in der Gallenblase zwischen 800 und 
$00, zwei zwischen 500 und 600, einer zwischen 100 und 200 
und ein Fall weniger als 100 mg Cholesterin pro 100 g Galle. 
Durch hochgradiger Konzentration kénnen auch hohe Werte 
erreicht werden aus einer Galle, die im Anfang sich unter 
den normalen befand. Von den sechs normalen Fallen, 
in denen zwischen 2 und 3,5°/, der Trockensubstanz aus 
Cholesterin besteht, enthalten zwei zwischen 500 und 600, 
einer zwischen 200 und 250, zwei zwischen 100 und 200 und 
einer weniger als 100 mg Cholesterin pro 100g Galle. Die 
vier im Anfang cholesterinarmen Fille enthalten endlich alle 
100 mg Cholesterin pro 100 g Galle oder weniger. Von ihnen 
sind drei weniger konzentriert, waihrend einer von mittlerer 
Konzentration ist. 

Im allgemeinen also scheint das Verhiltnis zwischen 
Cholesterin und Gesamttrockensubstanz, das einen Riickschlub 
auf den Cholesteringehalt der Lebergalle gestatten soll, von 
dem Krankheitsbild bzw. von dem Blutcholesteringehalt ab- 
hingig zu sein. Infolge der Konzentration in der Gallenblase 
fiihrt eine im Anfang cholesterinreiche Galle zu einem hohen 
Cholesteringehalt der Blasengalle oder nicht, je nach dem Grad 
der Konzentration. Eine im Anfang normale Galle kann bei 
hochgradiger Konzentration zu einer cholesterinreichen Blasen- 
galle werden, wiihrend eine im Anfang cholesterinarme Galle 
scheinbar nicht zu einer cholesterinreichen Blasengalle werden 
kann. Auch bei hochgradiger Konzentration tritt in solchen 
Fallen der Cholesteringehalt zuriick. 

In diesen Fiillen ist keine Beziehung zwischen chroni- 
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schen entziindlichen Verinderungen der Gallenblase und dem 
Cholesteringehalt der Galle zu finden. Fille von Cholecystitis 
acuta standen zur Untersuchung nicht zur Verfiigung. 

Kine weitere Frage besteht in der Beziehung zwischen 
dem Cholesteringehalt der Blasengalle und dem Vorhandensein 
eines cholesterinkrystallhaltigen Niederschlags oder cholesterin- 
haltiger Gallensteine. 4 Falle zeigten cholesterinhaltige Nieder- 
schlage, von denen drei cholesterinarm mit weniger als 200 mg 
pro 100 g Galle waren, wihrend einer cholesterinreich war, 
mit 520 mg pro 100g Galle. Weitere, an Cholesterin noch 
reichere Gallen enthielten keine solchen Niederschlige. Ks 
scheint also, da®B Cholesterinreichtum der Gallenblase nicht 
der einzige Faktor ist, der in den Niederschligen von Cho- 
lesterin eine Rolle spielt, sondern daB auch eine Verminderung 
der cholesterinlésenden Substanzen nétig ist. Es mu aber 
bemerkt werden, da keine genaue Kenntnis der Antangs- 
zusammensetzung dieser Galle vorhanden ist, weil das aus- 
gefallene Cholesterin nicht mit beriicksichtigt war. Ebenso ist 
eine Beziehung zwischen Cholesterinreichtum und dem Vor- 
handensein eines Steins nicht gefunden worden. Hier kann 
man aber nicht wissen, welche Art Galle in dem Augenblick, 
als der Stein zuerst entstand, vorlag; es kénnen demnach 
keine Schliisse daraus gezogen werden. Dagegen lieB sich 
zeigen, da die anderen Bestandteile der Niederschlige bis 
jetzt kein Verhiltnis zu den Bestandteilen der Galle, die be- 
stimmt worden sind, gezeigt haben. 


Calcium. 

Der Kalkgehalt der Blasengalle schwankt zwischen 6(Hydrops- 
fall) bis 10, und 170 mg pro 100 g Galle. Die Schwankungen 
sind also viel gréBer, als dab sie auf einfache Konzentration 
zuriickzufiihren wiren. In der Gesamttrockensubstanz schwankt 
der Kalkgehalt zwischen 0,24 und 1,8°/,: bei der Asche liegen 
die Schwankungen des Kalkgehalts zwischen 1,85 und 14,6°/, 
vor (abgesehen von den Hydropsfillen). 

Kine gleiche Beziehung zwischen der Gesamttrocken- 
substanz und dem Kalkgehalt, wie er bei der Gesamtasche 








280 Albert A. F. Peel, 


vorkommt, ist nicht festzustellen. Es muB aber bemerkt 
werden, daB eine Veranderung des Kalkgehaltes der Galle 
bzw. eine Verinderung in ihrem Gehalt an anderen Metallen 
die osmotischen Verhiltnisse der Galle indern muB; deshalb 
kann ein Verhiltnis, das zwischen Gesamtasche und Trocken- 
substanz besteht, nicht zwischen einzelnen Bestandteilen der 
Asche und Trockensubstanz zu finden sein. 

Weder in dem Kalkgehalt der Trockensubstanz, noch in 
dem Kalkgehalt der Asche ist eine Beziehung zum allgemeinen 
Krankheitsbild zu finden. 

Die Falle von Cholecystitis zeigen sowohl niedrige wie 
hohe Werte. Wie oben bemerkt, sind Falle von ganz akuter 
Cholecystitis mit eitrigem Exsudat nicht untersucht worden. 
Kin Fall von chronischer granulirer Cholecystitis bei Karzi- 
nom des Pylorus hatte 170 mg Calcium pro 100 g Galle; 
0,9°/, der Trockensubstanz bzw. 14,6°/, der Asche bestand 
aus Kalk. Ein zweiter Fall von Hydrops enthielt 26 mg Cal- 
cium pro 100g Galle, d.h. 0,8°/, der Trockensubstanz und 
33,9°/, der Asche. In diesen zwei Fallen waren Cholesterin- 
pigmentkalksteine nicht vorhanden. In beiden ist der Kalk- 
gehalt im Verhaltnis zur Trockensubstanz und zur Asche er- 
héht. In den ibrigen Fallen von chronischer Cholecystitis, 
wo Cholesterinpigmentkalksteine vorhanden waren, ist der 
Kalkgehalt im allgemeinen niedriger, wenn auch manchmal 
erhéht. Ks ist also méglich, daB der wechselnde Kalkgehalt 
der Galle abhingig ist vom Alter der entziindlichen Verinde- 
rungen der Gallenblasenwand. 

Zwischen der Art des Niederschlags und dem Kalkgehalt 
der Galle konnte kein Verhiltnis gefunden werden. 


Andere Metalle. 


AuBer Eisen und Kupfer, die nur qualitativ nachgewiesen 
waren, wurde auf andere Metalle nicht geachtet. In 21 Fallen 
ist Kupfer sechsmal nachgewiesen; eine Beziehung zu dem 
Krankheitsbild kann in so wenigen Fillen nicht sicher fest- 
gestellt werden. Interessant ist das Vorkommen von Kupfer 
in einem yon 2 Fallen von Himochromatose. 
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Eisen kann leicht in der Galle durch Beimischung von 
Blut gefunden werden. Deshalb ist darauf nicht viel Wert zu 
legen. Interessant ist aber, daB in beiden Fiillen von Himo- 
chromatose das HKisen sehr vermehrt zu sein schien. 





Zusammenfassung der Gallenuntersuchungen. 


Die Zusammensetzung der Lebergalle scheint von dem 
allgemeinen Krankheitsbild bzw. der Blutzusammensetzung 
abhingig zu sein. Bei infektidsen oder septischen Zu- 
stinden wird der Cholesteringehalt vermindert, wihrend 
er bei kachektischen Zustinden vermehrt wird; die 
iibrigen sonst als Grund fiir Vermehrung oder Verminderung 
des Cholesterins der Lebergalle in Frage kommenden Fak- 
toren, wie z. B. Schwangerschaft, konnten aus Materialmangel 
nicht beriicksichtigt werden. Desgleichen ergab sich kein Auf- 
schluB iiber die Bedingungen, die zur Verainderung des Kalk- 
gehaltes der Lebergalle fiihren. Unter gewissen Bedingungen 
wird Kupfer und Eisen durch die Galle ausgeschieden. Die 
Beziehungen zwischen Lebergalle und allgemeinem Krankheits- 
bild stellen den metabolischen Faktor in der Genese der 
(sallensteine dar. 

Kine wichtige Rolle spielt die Konzentration der Galle 
durch die Gallenblase; dadurch werden in einer im Anfang 
normalen Galle Verinderungen im Verhiltnis verschiedener 
Bestandteile hervorgerufen. Derartige Verianderungen sind am 
klarsten in der Beziehung zwischen anorganischen und 
organischen Substanzen zu sehen, und zwar in dem Sinne, 
tab, je mehr eine Galle konzentriert wird, desto geringer ihr 
Gehalt an Asche im Vergleich mit der gesamten ‘l'rocken- 
substanz ist. In dem quautitativen Verhiltnis zwischen ein- 
zelnen Bestandteilen der Asche und der gesamten Trocken- 
substanz spielen noch andere Faktoren eine Rolle, so daB das 
oben genannte Verhiltnis nicht mehr zu finden ist. Derartige 
Konzentrationsveriinderungen der Galle spielen auch bei der 
einfachen Stauung eine Rolle, so da& diese (abgesehen von 
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sekundiiren Infektionen) bei der Entstehung der Gallensteine 
mit in Betracht zu ziehen ist. 

In den untersuchten Fallen ist ein geringer Grad der 
Konzentration bei den infektids-septischen Krankheiten ge- 
tunden worden; bei anderen Krankheitszustanden ergab sich 
keine Beziehung zwischen Krankheitsbild und Konzentration. 

Ks stand nicht geniigend Material zur Verfiigung, um die 
durch die Cholecystitis hervorgerufenen Verainderungen festzu- 
stellen; doch haben es die untersuchten Fille wahrscheinlich 
gemacht. dab die Cholecystitis weitere Verinderungen hervor- 
ruft, die von dem Alter des entziindlichen Prozesses abhangig 
sind. Hierin wiire die Rolle der Entziindung als Faktor in 
der Steinbildung zu sehen. 

Kine weitere T'atsache ist festzustellen, nimlich daB ein- 
fache Vermehrung des Cholesteringehaltes nicht geniigt, um 
Cholesterinkrystalle auszufillen, sondern daf dies nur bei 
Stérungen des Verhaltnisses zwischen Cholesterin und Lé6- 
sungsmittel auitritt. Ob dasselbe auch fiir andere Substanzen 
gilt, konnte nicht entschieden werden. 


Zusammenfassung. 


1. Die Zusammensetzung der Lebergalle ist von dem all- 
gemeinen Krankheitszustand abhingig. 

2. Die Lebergalle wird durch Konzentration in der Gallen- 
blase veriindert nicht nur in dem Sinne, daB sie Wasser ver- 
liert, sondern daB sich das Verhidltnis zwischen ihren ver- 
schiedenen Bestandteilen verindert. 

3. Die Veriinderungen in der Blasengalle, die durch 
Cholecystitis hervorgerufen werden kénnen, sind nicht genau 
festgestellt; es scheint, daB sie vom Alter des entziindlichen 
Prozesses abhangig sein kénnen. 

4. Kinfache Vermehrung des Cholesteringehalts der Blasen- 
galle geniigt nicht, um die Ausfillung von Cholesterinkrystallen 
zu erklaren, sondern dazu ist noch ein anderer Faktor ndtig. 
5. Es gibt drei verschiedene Gruppen von Steinkernen, 
die chemisch voneinander ganz verschieden sind, wahrend jede 
(zruppe unter sich mehr oder weniger konstant bleibt. Diese 
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sind die reinen Cholesterinsteine, die Cholesterinpigmentkalk- 
steinkerne und die reinen Pigmentsteine. 

6. Von den drei unter 5. genannten Kerngruppen haben 
die Cholesterinpigmentkalkkerne in der Galle immer eine 
Rinde, wihrend die anderen zwei Kerngruppen fiir sich allein 
auch ohne Rinde auftreten kénnen. 

7. Wihrend die Rinde (Cholesterinpigmentkalkrinde und 
Rinden von verschiedenen Kombinationssteinen) einzelner zu 
derselben Gruppe gehérender Steine unter sich groBe Schwan- 
kungen, die wahrscheinlich auf Konzentrationsinderungen der 
(zalle zuriickzufithren sind, zeigen, sind die zu den ver- 
schiedenen Gruppen gehérenden Kerne voneinander nicht 
chemisch zu unterscheiden. 

8. Kine Umwandlung eines Steines in irgendeine andere 
Steinart im Sinne Naunyns, Boysens oder Rovsings ist un- 
wahrscheinlich. Die unterschiedliche Zusammensetzung der 
verschiedenen Kerne muB also auf verschiedene Gallen- 
veranderungen zuriickgefiihrt werden, 

9. Diejenige Galleveriinderung, die zur Bildung des 
Kerns eines Cholesterinpigmentkalksteines fihrt, fiihrt auch 
zur Bildung der Rinde desselben Steins; sie kann nicht von 
derjenigen Verinderung der Galle, die zur Bildung der Rinde 
eines Kombinationssteins fiihrt, unterschieden werden. Welcher 
der drei Faktoren — der entziindliche, der metabolische oder 
der statische — dafiir verantwortlich ist, kann aus dieser Ar- 
beit nicht ohne weiteres geschlossen werden. 

10. Diejenige Gallenveriinderung, die zur Bildung eines 
radiiren Cholesterinsteines fiihrt, ist von der eben (unter 9.) 
genannten vollig verschieden; hier ist in erster Linie an eine 
metabolische Verinderung im Sinne einer Vermehrung des 
Cholesteringehalts bzw. Verminderung des Gehalts an Liésungs- 
mitteln zu denken, wenn auch die anderen Faktoren hierbei 
eine Rolle spielen kénnen. 

11. Fir die Entstehung eines reinen Pigmentsteines ist 
eine metabolische Verinderung der Galle im Sinne eines ge- 
wissen Kupfergehalts nétig, wenn auch hier die anderen ge- 
nannten Faktoren eine Rolle spielen kénnen. 
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12. AuBer den drei oben genannten Steingruppen gibt es: 
a) Carbonathaltige Pigmenisteine. Von diesen ist nur 


ein Fall untersucht, so da aus diesem geringen Material 
keine bindenden Schliisse gezogen werden kénnen. Derartige 
Steine haben aber eine ganz andersartige Zusammensetzung 
gezeigt als alle anderen Steinarten. 


b) Erdige Pigmentsteine, die im Choledochus entstehen 


und die deshalb auf ganz andere Bedingungen zuriickzufiihren 
sein miissen. Auch von diesen Steinen ist nur ein Fall unter- 
sucht worden. 


c) Geschichtete Cholesterinsteine, von denen jedoch 


keiner zur Verfiigung stand. 


13. Die morphologisch begriindete Aschoffsche Klassi- 


fikation der Steine ist durch diese chemische Untersuchung 


gestiitzt worden. 
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Uber die proteolytischen Enzyme der Milz. 
(10. Mitteilung zur Spezifitaét tierischer Proteasen.) 


Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Walter Deutsch. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
zu Miinehen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1) April 1927.) 


Nach den Untersuchungen von 8. G. Hedin}), die grobe 
Beachtung verdienen’), unterscheidet man in der Milz zwei 
fiir die Spaltung genuiner Proteine spezifische Proteasen, die 
a- und 8-Lienoprotease, gekennzeichnet durch ein Reaktions- 
optimum bei alkalischer bzw. saurer Reaktion, und daneben 
als drittes proteolytisches Enzym eine Peptidase vom Typus 
des Erepsins. Auch ist tiber Verfahren zur Fraktionierung 
dieser drei Enzyme berichtet worden, beispielsweise mit Ad- 
sorptionsmitteln oder durch auswihlende Extraktion, wenngleich 
die erzielte Trennung nie vollstiindig war. 

Aber ihre Unterscheidung an sich ist unsicher geworden. 
Zur Identifizierung und zur Unterscheidung von Enzymen 
geniigt nicht ihr Reaktionsoptimum, das, wie bei den fett- 
spaltenden Enzymen, durch Begleitstoffe entstellt oder vor- 
getiiuscht werden kann; und bei den Proteasen scheint die 
p, -Abhingigkeit auch der nimlichen Enzymlésung zufolge den 

1S. G. Hedin u. 8. Rowland, Diese Zs. Bd. 32, S. 341, 531 
(1901); S.G. Hedin, Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 155 (1904); Biochem JI. 
Bd. 2, S. 112 (1906/07); Jl. of Biol. Chem. Bd. 54, 8.177 (1922). 

”) Vel. C.Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 
5. Aufl., Leipzig 1926, II. Bd., 8. 1057; siehe auch B. Willstitter u. E. 
Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd.125, S.132 und zwar 8.137 (1922 23). 
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Beobachtungen von J.H. Northrop?) und von R. Willstitter, 
W.Grassmann und O. Ambros?) mit der Ionisierbarkeit des 
Substrates zu wechseln. Fir die Beschreibung und Kinteilung 
proteolytischer Enzyme ist ihre Spezifitit viel maBgebender. 
So haben die neueren Untersuchungen iiber pankreatische En- 
zyme’) erwiesen, daf in den Ausziigen und Sekreten der Pankreas- 
driise zwei proteolytische Enzyme enthalten sind, Trypsin und 
Erepsin, deren Beschreibung und Isolierung ihre exakte Mes- 
sung mittels spezifischer Substrate zugrunde liegt; und am 
Beispiel der Hefe, deren proteolytischer Apparat nach unseren 
Beobachtungen dem der Milz zu entsprechen scheint, haben 
hk. Willstaitter und W. Grassmann‘) den Nachweis gefiihrt, 
daB der Pilz entgegen den Aussagen von K. G. Dernby®), die 
sich vornehmlich auf Verschiedenheiten im Reaktionsoptimum 
stiitzten, nur zwei, nicht drei proteolytische Enzyme ausbildet, 
eine Protease neben einem peptidspaltenden Knzym. 

Fiir die Analyse von Enzymgemischen, wie sie in den Aus- 
ziigen der meisten tierischen Organe vorliegen, hat man die 
Messung der enzymatischen Wirkungen, die man vergleicht, 
auf eine sichere Grundlage zu stellen und zu ermitteln, in 
welchem Grade jede einzelne Wirkung, die man im Ausgangs- 
material beobachtet, bei Reinigungsoperationen sich verindert 
und ob sie einem besonderen Enzyme zukommt oder aber nur 
auf das Zusammenwirken mehrerer Enzyme zuriickzufiihren ist. 
In den rohen Ausziigen der Milz, z. B. den Glycerinausziigen 
der Rindermilz, beobachtet man eine deutliche, aber gering- 
fiigige Wirkung gegeniiber Proteinen wie Casein oder Gelatine 
bei saurer, schwiicher noch bei alkalischer Reaktion, und eine 
weit erheblichere gegeniiber einfachen Peptiden: der Protease- 
gehalt des Organs ist gering, sein Gehalt an Peptidase 





') Naturw. Bd. 11, S. 713 (1923). 

*) Diese Zs. Bd. 151, 8. 307 (1925/26). 

*) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 147, 
S. 286; Bd. 149, S. 203 (1925); E. Waldschmidt-Leitz u. J. Wald- 
schmidt-Graser, Diese Zs. im Druck. 

*) Diese Zs. Bd. 153, S. 250 (1926). 

°) Biochem. Zs. Bd. 81, S. 107 (1917). 
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dagegen sehr betrichtlich., Die Verfahren zur quantitativen 
Bestimmung mit spezifischen Substraten von Protease einer- 
seits, von Peptidase andererseits, die wir ausgearbeitet haben 
und die aus den ermittelten Beziehungen zwischen Enzym- 
menge und Umsatz sich ableiten, erlauben den Vergleich der 
Enzymmengen in verschiedenem Ausgangsmaterial und von 
verschiedenem Reinheitsgrad; sie kontrollieren den Erfolg der 
praparativen Vornahmen, die zur Fraktionierung des proteo- 
lytischen Systemes der Milz gefiihrt und seine Zusammen- 
setzung klargestellt haben. 

Die Fragestellung, die sich aus den angefiihrten Beob- 
achtungen iiber die proteolytischen Wirkungen der Milz und 
ihrer Ausziige ergibt, betrifit nicht die Unterscheidung von 
Peptidase neben Protease, die kaum zweifelhaft war und die 
den Erfahrungen iiber die Zusammensetzung und Spezifitiit 
anderer proteolytischer Systeme, aus Pankreas oder aus Hefe, 
entspricht; sie betrifft vielmehr die Vorstellung, die nach den 
Befunden von 8S. G. Hedin berechtigt schien, daB die Milz zwei 
eigentliche Proteasen von aihnlicher Spezifitit, aber verschiedener 
optimaler Reaktion enthalte. Die beachtenswert erscheinende 
Beobachtung, die diese Vorstellung zu stiitzen scheint, da& 
niimlich die p,,-Kurve der Proteasewirkung, z. B. der Gelatine- 
spaltung, in den rohen Enzymlésungen zwei Scheitelpunkte auf- 
weist, cinen bei saurer (p,, = 4) und einen bei alkalischer Reaktion 
(p,, = 8,0), ist jedoch irrefiihrend; sie wird nur vorgetiéuscht 
durch die Gegenwart groBer Mengen von ereptischem Enzym 
und sie gilt nicht mehr fiir die reineren Proteaselésungen. So 
gelingt es mit Adsorptionsmitteln, einerseits die Lésungen der 
Protease vom Erepsin und in anderen Beispielen das Erepsin 
von Protease zu befreien, und man beobachtet bei dieser Frak- 
tionierung, daB mit der Abtrennung des Erepsins, schon mit 
einer Abnahme seiner Menge, die zuvor beobachtete Protease- 
wirkung bei alkalischer Reaktion verschwindet, im sauren Ge- 
biete aber erhalten bleibt. 

Man hat danach in der Milz nur zwei proteolytische 
Enzyme zu unterscheiden, eine Protease vom Reaktions- 
optimum p,, = 4, spezifisch fiir die Hydrolyse von Proteinen 
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und ohne Wirkung auf einfache Peptide, und daneben in iiber- 
wiegender Menge ein peptidspaltendes Enzym, dessen opti- 
male Reaktion von p,, = 8,0 der anderer bekannter Pepti- 
dasen entspricht. Diese Feststellung sollte nach gewissen Er- 
fabrungen der neueren Literatur nicht tiberraschen. So hat 
M. Morse?) tiber die Beobachtung berichtet, daB die Autolyse 
der Milz nur bei saurer Reaktion von statten geht und dab, 
in Ubereinstimmung mit spiiteren Befunden von K. G. Dernby?), 
die alkalisch wirkende «-Protease Hedins, nach unseren Er- 
fahrungen ein Gemisch von wenig /- Protease und von viel 
Peptidase, native EiweiBstoffe nicht zu zerlegen vermag. Diese 
Feststellungen, die unseren Beobachtungen entsprechen, be- 
gegnen auch dem Einwand, daB das Verschwinden der alkali- 
schen Proteinspaltung, das wir mit der Abtrennung des Erepsins 
beobachten, auf andere Ursachen, etwa auf eine ungleiche Be- 
stindigkeit von a@- und von f- Protease zuriickzufiihren sei; 
nur bei Gegenwart groBer Erepsinmengen, wie sie in den rohen 
Organausziigen sich finden, ist nimlich die Zerlegung genuiner 
Proteine bei alkalischer Reaktion, eingeleitet durch eine geringe 
Aktivitit der sauer optimal wirkenden Protease, bedeutend 
genug, um nachweisbar zu sein. 

Am Beispiel der «- und £-Lienoprotease hat 8. G. Hedin?) 
im Jahre 1904 zuerst Versuche mitgeteilt, die im Ergebnis 
eine ‘lrennung dieser Enzyme durch Adsorptionsmittel zu be- 
deuten schienen. Sie erscheinen heute in anderem Lichte. Es 
ist nicht zweifelhaft, daB den mitgeteilten Beobachtungen eine 
gewisse Fraktionierung von Protease und von Erepsin zugrunde 
lag; aber die Beurteilung der erzielten Fraktionierung wird be- 
eintrichtigt durch den Umstand, daB sie noch nicht durch quanti- 
tativ zureichende Messungen gestiitzt war und da die eine 
der unterschiedenen enzymatischen Komponenten, die «-Protease, 
in Wirklichkeit nicht existiert. Die ihr zugeschriebene Wir- 
kung ist nur auf das Zusammenwirken von #-Protease und 
von HKrepsin zuriickzufihren. 


') Jl. of Biol. Chem. Bd. 31, 8. 303 (1917). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 35, 8.179, und zwar 8S. 195 (1918). 
*) Jl. of Physiol. Bd. 30, 8. 155 (1904). 
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Versuche. 
I. Quantitative Bestimmung. 
1. Lieno-Erepsin. 


Die Wirkung von Milzextrakten, und zwar von wiBrigen, 
auf ein einfaches Peptid, Glycyl-glycin, ist zuerst von K. G. 
Dernby') bei seinen Studien iiber die Autolyse tierischer Ge- 
webe genauer untersucht worden; er gelangte zu der Erkenntnis, 
,that there are ereptases present in the extrakt, and the opti- 
mum for their action seems to be about p,=8“. Seine Beob- 
achtungen bestatigen sich in unseren Versuchen der Spaltung 
von Leucyl-glycin mit Glycerinausziigen der Milz, die viel 
enzymreicher sind; das Optimum der Erepsinwirkung ergibt 
sich danach zu p,, = 8,0, in Ubereinstimmung mit der optimalen 
Reaktion anderer Peptidasen, aus Darmschleimhaut’), Pankreas’) 
oder Hefe.4) Man maf die Enzymwirkung durch Ermittlung 
des Aciditiitszuwachses in 85°/,igem Methylalkohol nach E. Wald- 
schmidt-Leitz und A. Schaffner.) 


Tabelle 1. 


| pp-Abhingigkeit der Peptidasewirkung aus Milz. 
(0,80 cem Glycerinauszug aus frischer Milz (1:2); 10,0ccem 0,1 mol.- 
~ Leucyl-glyein; 10,0 cem 0,2 mol.-Phosphatpuffer; 1 Stunde, 30°.) 





Aciditiitszuwachs 
Pu (cem 0,2 n-KOH) 
5,9 0,30 
7,0 0,55 
7,4 1,45 
19 1,80 
8,0 2,20 
8.3 1,95 
8,8 1,45 





1!) Jl. of Biol. Chem. Bd. 35, S. 179, und zwar S. 197 (1918). 

*) K.G. Dernby, Biochem. Zs. Bd.81, $.107 (1917); E.Waldschmidt- 
Leitzu. A.Schiffner, Diese Zs, Bd.151, 8.31, und zwar S. 37 ff. (1925/26); 
H. v. Euler u. K. Josephson, Chem. Ber. Bd. 59, S. 226 (1925/26). 

3) E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 147, 
S. 286, und zwar S. 307 (1925). 

‘) K.G. Dernby, Biochem. Zs. Bd. 81, 8. 107 (1917); R. Will- 
stitteru.W.Grassmann, DieseZs. Bd. 153, S. 250, undzwar 8. 263(1926). 

°) Diese Zs. Bd. 151, S. 31, und zwar S. 43 (1925/26). 
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Der Reaktionsverlauf der Peptidspaltung durch Milzerepsin 
unterscheidet sich in bemerkenswerter Weise von dem fiir 
Darm- und Pankreaserepsin beobachteten; wihrend die Enzym- 
wirkung in diesen Beispielen nach den Angaben der Literatur 
sowohl wie nach eigenen Erfahrungen!), auch unabhingig vom 
Py, einer Gleichung erster Ordnung folgt, gilt fiir die Wirkung 
des Milzenzyms bis zu einer Hydrolyse von etwa 40°/,, wie 
Tab. 2 erweist, Proportionalitaét zwischen Umsatz und Zeit; es 
ist aber nicht untersucht, ob diese Beziehung, dic bei opti- 
maler Aciditiéit beobachtet wird, eine allgemein giiltige ist oder 
ob sie etwa, wie es in den Untersuchungen von EK. Abder- 
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Fig. 1. Aktivitits-p,,-Kurve des Lieno-Erepsins. 


halden und A. Fodor?) fiir Hefepeptidase beschrieben wird, 
mit der Aciditit sich aindert. Es erscheint fiir die Enzym- 
forschung als reizvolle Aufgabe, die Kinetik und die Spezifitit 
der Peptidasen aus den einzelnen tierischen Organen unter sich 
und mit denen pflanzlicher Enzyme zu vergleichen; denn es 
hat den Anschein, daB manche Peptidasen der tierischen Ge- 
webe in dieser Hinsicht den entsprechenden Enzymen des 


') H. v. Euler, Arkiv f. Kemi Bd. 2, 8.31 (1906); K.G.Dernby, 
Biochem. Zs. Bd. 81, §S. 107 (1917); E. Waldsechmidt-Leitz und A. 
Schiffner, Diese Zs. Bd. 151, S. 31, und zwar S. 41 (1925/26) (Darm- 
erepsin); E. Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck, Diese Zs. Bd. 147, 
5. 286, und zwar 8. 294 (1925) (Pankreaserepsin). 

*) Fermentforschung Bd. 1, S. 533 (1916). 
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Pflanzenreiches iihnlicher sich verhalten als die der tierischen 
Verdauungssekrete. 


Tabelle 2. 


Reaktionsverlauf der Leucyl-glycinspaltung durch Milzerepsin bei p,, = 8,0 

(1,882 g d,l-Leucyl-glycin; 50 ecm 0,2 mol.-Phosphatpuffer (9 T. sek., 

1 T. prim.) + 3,2 eem n-NH,; wechselnde Mengen Glycerinauszug aus 

getrockneter Milz (1:5); Gesamtvolumen 100 cem, enth. 35°/, Glycerin; 
Pr = 8,0; 30°; zur Analyse entnommen 10,0 eem.] 
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oe | § | ee se | 3S |e 

g 3 ” 3m x 3 “ a 3c | 2 

= — i ‘; 7 © t = <q = ‘. os © : f P 100 

a: 2 | 38% See 2 |38* 

as | S |<@° as {| 8 |7° 

3,75 120 0,64 0,50 15,0 30 | 0,48 1,6 

3,75 240 1,20 0,50 15,0 60 | 1,02 1,6 

3,75 360 1,70 0,47 15,0 90 | 1,56 1,7 

8,75 480 2,03 0,42 15,0 120 | 1,94 1,6 

7,50 60 0,58 1,0 15,0 180 | 2,10 me 

7.50 120 1,16 1.0 30,0 15 0.53 3,5 

7,50 180 1,63 0,9 30,0 30 1,05 8,5 

7,50 240 2,18 0,9 30,0 45 1,55 8,5 
30,0 60 | 2,05 3,4 
30,0 90 | 2,25 . 
30,0 120 | 2,44 _ 

Aus den ermittelten Bezichungen zwischen Enzymmenge 


und Umsatz leitet sich das fiir die Menge des Erepsins vor- 
geschlagene Mal, die ,Lieno-Erepsin-Einheit (L.-Er.-K.)“, 
ab; sie ist gleich derjenigen Knzymmenge, fiir die sich unter 
den Bedingungen unserer Bestimmung der Quotient aus Um- 
satz (in com 0,2 n-Lauge) und Zeit (in Minuten) = 1,0 ergibt; 
diese Enzymmenge 1liSt sich dadurch veranschaulichen, daB sie 
die zur Bestimmung angewandte Menge von 0,001 Mol. d,l- 
Leucyl-glycin in 1 Minute zu 20°/, hydrolysiert, entsprechend 
einem Acidititszuwachs von 1,0ccm 0,2 n-Lauge, und daf sie 
beispielsweise in 100 ccm eines normalen Glycerinauszuges aus 
frischer Milz (1:2) enthalten ist. 

Als MaB fiir die Konzentration des Enzyms, fiir die die 
vorliegende Untersuchung noch kein Beispiel gibt, schlagen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXVII, 20 
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wir den ,,Lieno-Erepsin-Wert (L.-Er.-W.)}« vor, niimlich die 
Anzahl Lieno-Erepsin-Kinheiten in 1g Priparat. 

Ausfiihrung der Bestimmung. Zu der Liésung von 
0,1882¢ d,l-Leucyl-glycin in 5,0 ccm 0,2 mol.-Phosphatpuffer 
(9 'T. sek. 1T. prim.) fiigt man die zu bestimmende Enzym- 
probe hinzu, stellt darauf durch Zugabe von n-NH, auf p,,=8,0 
ein und fillt mit Glycerin bzw. Wasser zu einer Glycerin- 
konzentration von 35°/, auf 10,0ccm auf. Nach Ablauf der 
Bestimmungszeit unterbricht man die Enzymwirkung durch Ein- 
tragen in eine Mischung von 85ccm Methylalkohol und 5 ccm 
H,O und ermittelt die Aciditit durch Titration mit 0,2n. 
90°/, iger alkoholischer Lauge nach Zusatz von 2,0 ccm 0,5°/,igem 
‘Thymolphthalein, Zu jeder Analyse ist eine Leerbestimmung 
auszufiihren, deren Aciditat von der des Hauptversuchs in Ab- 
rechnung gebracht wird. Die Enzymmenge ist zweckmiibig so 
zu wihlen, daB sie zwischen 0,01 und 0,04 L.-Er.-E. liegt, und 
die Reaktionszeit ist so zu bemessen, daB der gefundene Aci- 
ditiitszuwachs einem Alkaliverbrauch von 0,50—1,50 ccm 0,2 n- 
Lauge entspricht, also einer Hydrolyse des Peptids von 10 bis 
30 °/,. Die Anzahl der L.-Er.-K. in der Analysenprobe ergibt 
sich dann aus der Beziehung: 

= Aciditiitszuwachs (cem 0,2 n. 
L.-hr.-E. = Zeit ‘Miiawio a 





9. Lieno-Protease. 


Kiir die Bestimmung der Proteasewirkung in Milzpriipa- 
raten, wenigstens in den rohen, sind Titrationsverfahren wegen 
der starken Kigenfarbe der Lésungen sehr ungeeignet. Wenn 
man es daher unternimmt, die iltere Methode der Messung 
nach 8S. G. Hedin’), die die durch Gerbsiure nicht mehr fill- 
baren Stickstoffmengen ermittelt, durch eine zuverliissigere Be- 
stimmungswelse zu ersetzen, so bietet sich ein brauchbares 
Verfahren hierfiir mit der Bestimmung der freigelegten NH,- 
Gqruppen nach van Slyke, das durch gefirbte Begleitstoffe 
nicht gestért wird und dessen sich schon K. G. Dernby?) bei 


' §.G. Hedin u. 8S. Rowland, Diese Zs. Bd. 32, 8. 341 (1901). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 35, und zwar S. 195 (1918). 
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seinen Versuchen iiber Milzautolyse bedient hat. Dies ist auch 
unbedenklich; denn nach den Erfahrungen, die der eine von 
uns) iiber den Mechanismus der Hydrolyse verschiedener Pro- 
teine, so von Casein oder Gelatine, durch die meisten der be- 
kannten Proteasen gewonnen hat, besteht ihre Wirkung in 
der Auflésung von Gruppen —NH—CO—, man findet die ge- 
bildeten Betriige der Carboxyle und der Aminogruppen iiqui- 
valent; die Bestimmung des freien Aminostickstoffs in den 
Hydrolysaten nach van Slyke, die wir anwenden, wird also 
ein ebenso sicheres MaB der Enzymwirkung ergeben wie dic 
Ermittlung der freigelegten Carboxyle. 

Zur Erzielung sicherer Ausschliige bei der Hydrolyse von 
Proteinen, beispielsweise von Gelatine, durch Milzausziige ist 
es erforderlich, viel lingere Einwirkungszeiten zu wiihlen, als 
sie fiir die Bestimmung der meisten anderen tierischen Pro- 
teasen angewandt werden; der Proteasegehalt der Milz ist so 
gering, dab man in kurzen Zeiten, wie sie fiir die Messung 
des EKrepsins Anwendung finden, auch mit groBen Extrakt- 
mengen gar keine Hydrolyse wahrnehmen wiirde. Es ist daher 
verstindlich, daB in den langen, zur Proteasebestimmung be- 
nbtigten Zeiten die begleitenden, viel griBeren Mengen des 
Krepsins, die die proteolytischen Reaktionsprodukte weiter zer- 
legen, zumal in den rohen Enzymlisungen gewisse Stérungen 
des Reaktionsbildes bedingen kénnen, am ausgesprochensten 
bei der fiir die Krepsinwirkung optimalen Reaktion. Die Kr- 
scheinung, die Tab. 3 sowie Fig. 2 veranschaulichen, daB die 
Aktivitits-p,,-Kurve der Gelatinespaltung durch Milzauszug 
2 Optima aufweist, ein stark ausgepriigtes bei saurer (p,, = 4) 
und ein viel flacheres bei schwach alkalischer Reaktion (p,, = 8), 
ist so zu verstehen. Die Anschauung, die wir vertreten, dal 
nur das erstere der Proteasewirkung selbst zukommt und daf 
die Steigerung im alkalischen Gebiete auf die Addition der 
Krepsinwirkung zuriickzufiihren ist, wird gestiitzt durch die 
Feststellung, daB in den erepsinfreien Liésungen der Protease, 


1) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz u. E. Simons, Diese Zs. Bd. 156, 
S. 99, 114 (1926); E. Waldschmidt-Leitz, Chem. Ber. Bd. 59, S. 3000 
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wie wir in Kap. III beschreiben, im alkalischen Gebiete keine 
Proteolyse mehr zu beobachten ist. 


Tabelle 3. 


pp Abhingigkeit der Proteasewirkung im Rohauszug. 
[10,0 cem Glycerinauszug aus frischer Milz (1:2); 5,0 cem 8°/,ige Ge- 
jatine; py eingestellt durch Zusatz von 0,1n-CH,COOH, bzw. KOH; 
mit H,O aufgefiillt auf 20,0 eem; 24 Stdn., 30°; NH,-Zuwachs bestimmt 
in 9,0 eem des Ansatzes. | 





| NH,-Zuwachs 
rn (ecm 0,2 n.) 
3 0,45 
4 0,81 
5 O57 
6 0,27 
7 0,28 
~ 0,33 
9 0,30 7 
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Fig. 2. Py, -Abbdngigkeit der Proteasewirkung im Rohauszug. 

Fiir den Reaktionsverlaut der Proteinspaltung durch Muilz- 
enzym sind gleich wie bei der Wirkung anderer Proteasen be- 
stimmte GesetzmiiBigkeiten nicht zu erwarten; sie sind auch 
nicht beobachtet worden. Der Bestimmungsmethode, die sich 
bewihrt hat, liegt daher die Beziehung zwischen Enzymmenge 
und Umsatz in einer bestimmten Reaktionszeit, 24 Stunden, 
zugrunde; die Umsiitze, die sich im Anfangsbereiche der 
Hydrolyse halten, sind unter den gewihlten Bedingungen, wie 


aus Tab. 4 hervorgeht, den Knzymmengen proportional; es 
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empfiehlt sich aber nicht, kleinere als die angewandten Knzym- 
mengen und in langeren Zeiten zu messen, da bei zu langer 
Versuchsdauer die Umsatze durch Enzymzerstérung beein- 
trichtigt werden. 

Tabelle 4. 


Knzymmenge und Umsatz. 
(Glycerinauszug aus frischer Milz (1:2); 5,0 cem 8°/,ige Gelatine; Ge- 


samtvolumen 20,0 cem, 26°/, Glycerin enth.; p,;; = 4,0 (eingestellt durch 
n. Essigsiiure); 24 Stdn., 30°; NH,-Zuwachs gemessen in 9,0 cem des 














Ansatzes. | 
Enzymmenge NH,-Zuwachs 
cem Auszug cem 0,2 n. 

25 0,17 

5,0 0,41 
10,0 0,84 
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Fig. 3. Lieno-Proteasemenge und Spaltungsgrad. 


Auf deu erkannten Beziehungen zwischen Knzymmenge 
und Umsatz beruht ein vorliufiges Maf fiir die Menge der 
Protease, das wir angewandt haben und das zur Kontrolle 
ihres Verhaltens bei den praparativen Vornahmen sich als 
niitzlich erwiesen hat, die ,,Lieno-Protease-Hinheit (L. P.(e.)\*; 
sie ist definiert als diejenige Enzymmenge, welche unter den 
unten angegebenen Bedingungen bei der Kinwirkung auf 0,18 g 
Gelatine in 24 Stunden einen Zuwachs reaktionsfahiger NH,- 
Gruppen, entsprechend 0,90 ccm 0,2 n. ergibt. Die Beziehungen 
zwischen dem gemessenen Umsatz und der Zahl der Lieno- 
Protease-EKinheiten veranschaulicht obenstehende Figur 3; 
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1 L. P.-(e.) ist in ungefahr 5 ccm unseres normalen Glycerin- 
auszuges aus frischer Milz enthalten. Als vorliiufiges MaB der 
enzymatischen Konzentration schlagen wir den ,.Lieno-Pro- 
tease-Wert (L. P.-(w.) vor, niimlich die Anzahl L. P.-(e.) in 
1 g Priparat. 

Ausfiihrung der Bestimmung. Die Enzymprobe (z. B. 
10 com Glycerinauszug) wird mit 5,0 ccm 8°/ iger Gelatine 
vermischt, die Mischung sodann durch Zugabe von n-Kssigsiiure 
(z. B. 1,0 ccm) auf p,, = 4,0 eingestellt und durch Zugabe von 
Wasser, bzw. Glycerin auf 20,0 com und zu einem Glycerin- 
gehalte von etwa 25°/, aufgefillt; zur Vergleichbarkeit der 
Messungen ist es erforderlich, den Gehalt der Ans&tze an 
Glycerin, welches nach vorliegenden Beobachtungen die Enzym- 
wirkung herabsetzt, konstant zu halten. Nun beliBt man den 
Ansatz withrend 24 Stunden bei 30°. Nach Ablauf der Ver- 
suchszeit miBt man die freien Aminogruppen in dem ganzen 
oder in einem bestimmten Teile des Ansatzes (gewohnlich an- 
svewandt 9,0 ccm) durch 10 Minuten lange Einwirkung von 
‘sulpetriger Siiure nach van Slyke. Der in der gleichzeitig 
auszufiihrenden Kontrollbestimmung, nimlich vor Beginn der 
Knuzymwirkung, ermittelte Betrag an NH, ist von dem des 
Hauptversuchs in Abrechnung zu bringen. 


II. Rohlosungen. 

Fiir die Gewinnung proteolytisch wirksamer Ausziige aus 
Milz wird die Extraktion des Organs mit waBrigen, besonders 
mit schwach sauren Mitteln empfohlen’); allein ein Vergleich 
mit anderen Extraktionsmitteln ist nicht ausgefiihrt worden 
und die Belege, die den Enzymgehalt der wiBrigen Ausziige 
beschreiben, sind quantitativ unzureichend. Diese sind auch 
nicht die giinstigsten. Vergleicht man die Enzymausbeuten, 
sei es an Protease, sei es an Peptidase, in den wiBrigen, etwa 
nach den Angaben von 8S. G. Hedin?) vorgereinigten Ausztigen 
der Milz beispielsweise mit denen von Glycerinextrakten, so 


'!) Vgl. 8S. G. Hedin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 54, 8,177, und zwar 
S. 190 ft. (1922), sowie die iilteren Arbeiten. 
*) Biochem. Journ. Bd. 2, 8. 112, und zwar 8. 113 (1906). 
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ergibt sich die Feststellung, daB die Glycerinlésungen aus der 
Driise ganz bedeutend, nimlich in dem untersuchten Beispiele 
20—200 mal gréBere Ausbeuten ergeben. Die Bestiindigkeit 
der Enzyme in den rein wiBrigen Mitteln ist zu gering, als 
daB diese, wenngleich sie die enzymatische Substanz dem Organ 
nicht weniger leicht als Glycerin entziehen mégen, fiir prii- 
parative Zwecke geeignet wiren. Fir die Isolierung und Be- 
schreibung der Milzenzyme ist, wie bei anderen tierischen 
Knzymen, ihre Extraktion mit Glycerin vorzuziehen, das stabi- 
lisiert und das auch auswahlender wirkt. 

Tab. 5 vergleicht Enzymgehalt und -ausbeute in einer 
wiBrigen, durch Auslaugen mit verdiinnter Kssigsiiure, dann 
durch Fiallung mit Ammonsulfat und Dialyse nach Hedin be- 
reiteten Loésung mit dem eines essigsauren Glycerinauszugs 
aus frischer Milz; man findet in jener nur einen Bruchteil der 
im Glycerinauszug nachweisbaren Enzymmengen. Ks ist vor- 
teilhaft, die Bereitung der Ausziige mit dem frischen Organ, 
nicht mit dem zuvor getrockneten vorzunehmen, wenngleich 
der Reinheitsgrad in den letzteren giinstiger sein wird; dic 
Ausbeute beispielsweise an Erepsin, die wir verglichen haben, 
ist in den Frischausziigen giinstiger (Versuch 1); das Enzym, 
das nicht sehr bestandig ist, wird bei der Trocknung schon 
teilweise zerstért. Das Verfahren zur Gewinnung roher Enzym- 
ausziige aus Milz, das wir anwenden und fiir das wir nach- 
stehend ein Beispiel geben, beruht daher auf der Behandlung 
des frischen, zerkleinerten Organs mit essigsiurehaltigem Gly- 
cerin; in den filtrierten Glycerinlésungen findet man schon 
nach kurzer Einwirkungsdauer die Hauptmenge der proteoly- 
tischen Enzyme. 

Tabelle 5. 
Enzymgehalt im Glycerinauszug und im wiBrigen, nach Hedin vor- 
gereinigten Extrakt. 
a) 415 g frische, zerkleinerte Milz 4 Stdn. bei 37° mit 830 cem 87°/, igem 
Glycerin + 6,2 ccm 20°/, iger Essigsiiure extrahiert, filtriert; b) 1830 ¢ 
derselben Milz 48 Stdn. bei 37° mit 4 Liter 0,1°/,iger Essigsiure be- 
handelt, Auszug abfiltriert, bei 20° im Vakuum auf 1230 cem eingeengt 


und durch Zusatz von 645g Ammonsulfat (= bis zur Siittigung) gefiillt; 
Niederschlag in Pergamenthiilsen gegen flieBendes destilliertes Wasser 
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bis zum Versechwinden der Sulfatreaktion dialysiert; Lésung (1200 ceim) 

durch Abdampfen unter vermindertem Druck (bei 20°) auf 250 cem ein- 

gseengt; zur Bestimmung angewandt 2,0 cem (fiir Erepsin, 1 Stde.), bzw. 

4,0 ecm Glycerinauszug (fiir Protease) und 1,0 ccm (fiir Erepsin, 3 Stdn.), 
bzw. 1,5 ecm Lésung nach Hedin (fiir Protease). 














a Geh. d. Best.-Probe | Ges.-Ausbeute 
Zuwachs (eem 0,2 n.) si (100 g M,) 
Praparat gem : pence sa cemauaeaal 
Erept. | Protease- Er, | LeP-(e) | Leek. | Lop 
Wisieng DY. . * .-(@.) Poe U) wee UP ” -(€.) 
Glycerinauszug 2.10 0,65 0,085 | 0,72 3,5 | 36 
Lésung nach : | 
Hedin ... | 0,40 0,23 0,0022 0,25 0,030 | 23 














Versuch 1. Erepsinausbeute im Glycerinauszug aus frischer und 
getrockneter Milz. a) 450g in der Fleischmaschine zerkleinerte Milz 
wurden mittels Aceton und Ather getrocknet}), sie ergaben 93 g Trocken- 
pulver; aus diesem bereitete man durch 4stiindige Behandlung mit 
1395 cem 87°/,igem Glycerin (némlich 3 cem auf 1 g frische Milz) bei 
30° und Filtration den Enzymauszug. 

b) 500 g desselben Milzbreis vermischte man mit 1500 cem 87 °/, igem 
Glycerin (8 cem auf 1g) und filtrierte nach 4 stiindiger Aufbewahrung 
bei 30° vom Ungeldsten. 

2,0 cem Auszug ergaben, auf Erepsingehalt bestimmt, in 1 Stde. 
Acidititszuwachs, entspr. a) 1,00 und b) 2,05 cem 0,2 n-KON oder a) 0,017 
und b) 0,034 L.-Er.-E., die Ausbeute im Auszug des frischen Organs 
war also doppelt so hoch. 

Beispiel fiir die Darstellung eines rohen Glycerinextraktes aus 
frischer Milz. 916 g frischen, in der Fleischmaschine zerkleinerten Milz- 
brei vermischte man mit 1832 ccm 87°/, igem Glycerin und 2,75 cem Eis- 
essig (entspr. einem Essigsiiuregehalte von 0,15°/,) und schiittelte die 
Mischung 4 Stunden auf der Maschine; dann wurde vom Ungeldésten 
durch Faltenfilter filtriert; die Filtration war nach 2 Tagen beendet 
(gewohnlicher Auszug). 

In manchen Fallen verwandte man nur die ersten, nach etwa 
3 Stunden filtrierten Anteile eines Auszugs; in diesen Fallen war auch 
die Behandlung mit dem Solvens abgekiirzt, sie betrug 1 Stunde (Schnell- 
auszug). Der Enzymgehalt solcher rasch bereiteter Ausziige war von 
dem der gewohnlichen nicht wesentlich verschieden, ihre Zusammen- 
setzung und ihr Adsorptionsverhalten indessen stark abweichend (vg. 
Kap. IID). 


1) Nach R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese a 
Bd. 125, 8. 132, und zwar S, 150 (1922/28). 








Uber die proteolytischen Enzyme der Milz. 999 


III. Beispiele der Fraktionierung durch Adsorption. 


Das Adsorptionsverhalten der proteolytischen Enzyme in 
den Ausziigen der Milz wird weitgehend durch Begleitstoffe 
becinfluBt. Wenn 8. G. Hedin!) iiber die Erfahrung berichten 
konnte, daB es gelinge, durch Einwirkung von Kieselgur auf 
waBrige Ausziige bei neutraler Reaktion die beiden angenom- 
menen Proteasen zu trennen, da ,the rate of adsorption by 
kieselguhr is higher for the e-protease than for the f-protease“, 
so gilt diese Angabe, die nach unseren Erfahrungen nicht aut 
das Adsorptionsverhalten einer «- und einer f-Protease zu be- 
ziehen ist, sondern auf Erepsin und Protease, nicht fiir die 
Enzyme selbst; die Adsorptionsaffinitiiten der beiden Enzyme, 
die man beobachtet, sind verinderlich, sie wechseln mit der 
Zusammensetzung, beispielsweise dem Alter oder dem Reinheits- 
grad der Enzymlésungen. Dies gilt sowohl fiir die Glycerin- 
ausziige, in welchen die Adsorptionsaffinitaten der Enzyme 
durch das Alter der Ausziige, die Dauer ihrer Filtration nicht 
unwesentlich beeinfluBt werden, wie auch fir Praparate der 
wiBrigen Extraktion, nach Beispielen 8S. G. Hedins?”) bereitet, 
in welchen das Adsorptionsverhalten der Enzyme z. B. gegen- 
iiber Kieselgur, so wie es Hedin beschrieben hat, nach unseren 
Erfahrungen gleichfalls vertauscht sein kann. Das wahre Ad- 
sorptionsverhalten von Protease und Peptidase aus Milz, das 
in den vorliegenden Beispielen noch durch Begleitstoffe ent- 
stellt wird, ist noch nicht erkennbar. 

So beschrankt sich unsere Untersuchung, die auf eine 
durchgreifende Reinigung der Milzproteasen verzichtet, auf die 
Anfiihrung von Beispielen fiir die Adsorption der Enzyme aus 
den rohen Ausziigen, die die Zusammensetzung des proteoly- 
tischen Systems der Milz erkennen lassen; sie gibt keine all- 
gemein anwendbaren Vorschriften zur Auflésung der vorliegenden 
Enzymgemische. 

Wir stellen eine charakteristische Auswahl unserer Er- 
gebnisse iiber die Adsorption von Protease und Peptidase aus 





*) Biochemical. Jl. Bd. 2, S. 112, umd zwar S. 115 (1906). 
*) a. a, O. und zwar S. 113 (1906). 
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Milz durch Tonerde, Kaolin und Kieselgur und bei verschie- 
dener Aciditit in der nachfolgenden Tab. 6 zusammen; sie ver- 
gleicht das Adsorptionsverhalten der Enzyme in den rohen, 
essigsauren Glycerinausziigen aus dem frischen Organ, und 
zwar nach linger dauernder und nach abgektirzter Extraktion, 
und in einem besonderen Beispiel in einem nach Hedin durch 
Extraktion mit verdiinnter Essigsiure und durch Fallung mittels 
Ammonsulfat sowie Dialyse bereiteten Priparate. Es geht 
daraus hervor, daB in den gewodhnlichen Ausziigen bei der 
Kinwirkung des basischen Adsorbens Tonerde die ereptische, 
bei der Behandlung mit elektronegativen Adsorbentien wie 
Kieselgur oder Kaolin aber vorwiegend die Proteasekomponente 
den Enzymgemischen entzogen wird, abweichend von den oben 
angefiihrten Beobachtungen Hedins. In schnell bereiteten 
Ausziigen der Milz, die reiner sind und deren Zusammen- 
setzung verindert ist, beobachtete man indessen ein abweichen- 
des Adsorptionsverhalten der beiden Enzyme: saure Adsorbentien 
wie Kaolin entnehmen ihnen vorwiegend das Erepsin, in anderen 
Beispielen, bei der EKinwirkung von Kieselgur, ist die Adsorp- 
tion von Protease und Peptidase eine gleichmaBige. 

Ks ist nicht erreicht worden, die Protease aus ihren Ad- 
sorbaten, beispielsweise an Kieselgur oder an Kaolin, in wirk- 
samer Form wieder freizulegen; das Enzym ist nicht bestindig 
senug, seine Menge viel zu gering, wihrend das Erepsin aus 
solchen Adsorbaten beispielsweise durch verdiinnte Phosphat- 
lésungen in befriedigender Ausbeute eluiert werden kann. Es 
ist also ein Leichtes, das Erepsin der Milz von der Protease 
zu befreien, aber es ist viel schwerer, erepsinfreie Lésungen 
der Protease zu gewinnen, deren Menge nur eine geringfiigige 
ist. Da sichere Leitlinien fiir die Trennung der beiden Enzyme 
noch nicht zu erkennen sind, beschrianken wir uns im folgenden 
auf die Anfiihrung zweier Beispiele, welche einerseits die Dar- 
stellung proteasefreien Erepsins, andrerseits die Gewinnung 
crepsinfreier Protease beschreiben, namlich durch Einwirkung 
von Kaolin bei saurer Reaktion einmal auf einen gewohnlichen, 
lange filtrierten, im anderen Beispiel auf einen schnell be- 
reiteten Glycerinauszug (Versuche 2 und 3). Die Bedeutung 
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dieser Beispiele beruht auf dem Nachweis, daB in den pro- 
teolytisch einheitlichen Liésungen, sei es von Protease, sei es 
von Peptidase, eine meBbare Wirkung auf Proteine wie Gelatine 
bei alkalischer Reaktion nicht mehr zu bemerken ist. 


‘Tabelle 6. 
Adsorption von Milzausziigen mit Tonerde, Kaolin und Kieselgur. 


‘Angewandt je 30,0 cem Glycerinauszug verschiedener Darstellung, 
mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, bzw. 70 cem einer nach 
Hedin, wie in Tab. 5 beschrieben, bereiteten Enzymlésung: p,;,; = 4 ein- 
gestellt durch n-Essigsiiure; 20 cem ‘Tonerdesuspension Cy (= 0,228 g 
Al,O,); 5,0 g Kieselgur (Buchner u. Sohn), bzw. fiir Priparat nach 
Hedin 3,0 g; 30 cem Kaolinsuspension (enth. 2,225.g), durch Auskochen 
mit HCl und Auswaschen mit Wasser bereitet, neutral reagierend; Ad- 
sorbate eluiert mit 30 ccm Eluens (30°/, Glycerin enth,); Angaben be- 
deuten Ausbeute in °/, (als ideale berechnet) in der Adsorptionsrestlésung, 
bzw. Elution. | 





























Angewandte | Angew. | dahl d. nie -Restlisung ym Elution 
Knzymlésung | Adsorb. |Adsorb. Pu Erepsin | Protease Eluens | Erepsin! Protease 
Glycerinauszug,)| ,,, - 
seated Tonerde 1 7 20 34 — — 
gewohnlich J | 
desgl. ‘s l 4 6 28 — — 
desgl. Kieselgur 1 7 80 31 - 
desgl. ” I 7 76 44 | 
desgl. , 7 83 14 = ae 
desgl. . 1 7 94 5 - | 
Glycerinauszug, 
‘ieselgur 1 7 100 L00 - . 
rasch filtriert | Kieselgus . 
desgl. * 2 i 55 47 - - 
Prdparat nach | , 
Hedin Kieselgur 1 7 100 60 _ _ | 
Glycerinauszug, | 
Kaolin 1 7 89 100 -- —- | — 
gewohnlich 
desgl. ” 1 4 62 0 _ — ~ 
Glycerinauszug 
y ell Kaolin | 1 | 4] 28 70. |n/50-NH, | 25 0 
rasch filtriert 
desgl. ‘ 4 41 68 |l'/oNaHPO,| 24 0) 
desgl. ms 2 4 0 55 = 46 0 
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Versuch 2. Beispiel der Darstellung von proteasefreiem Ere psin. 
30 cem essigsaurer Glycerinauszug aus frischer Milz, durch 4stiindige 
Behandlung mit Glycerin und Filtration tiber Nacht bereitet, enthielten 
insgesamt 0,645 L. Er.-E. (1,0 eem, 66 Min.: 1,42 cem 0,2n-KOH; 0,0215 L. 
Er.-E.) und 6,13 L. P.-(e.) (2,25 cem: 0,41 cem 0,2 n-NH,; 0,46 L. P.-(e.)); 
man behandelte sie nach Zusatz von 0,15 ecm Eisessig (py = 4) mit 
30 ccm Kaolinsuspension (= 2,225 g) und trennte vom Adsorbate mittels der 
Zentrifuge. Die Restlésung enthielt in 54ccm noch 0,359 L.-Er.-E. (2,0 cem, 
67 Min.: 0,89 cem 0,2n-KOH; 0,0133 L.-Er.-E.), d.i. 56°/,, aber keine 
Protease mehr (4,5 ecm: 0,00 ecm 0,2 n-NH,); auch bei alkalischer Reaktion 
(py = 8,0) war keine Proteasewirkung nachweisbar. 

Versuch 3. Beispiel der Darstellung von erepsinfreier Pro- 
tease. 30 ccm Glyccrinauszug, durch 1 stiindige Behandlung von frischer 
Milz mit essigsiiurehaltigem Glycerin und rasche Filtration (Filtrations- 
dauer 3 Stunden) gewonnen, enthielten 0,450 L.-Er.-E. (1,0 ccm, 73 Min.: 
1,08 cem 0,2n-KOH; 0,015 L.-Er.E.) neben 7,60 L.-P.-(e.) (2,25 ¢em: 0,51 cem 
0,2 n-NH,; 0,57 L.-P.-(e.)). Man adsorbierte sie nach Zusatz von 0,15 ccm 
Kisessig (pj; = 4) durch zweimalige Einwirkung von je 30 cem Kaolin 
(= insgesamt 4,45 g) und trennte in der Zentrifuge von den Adsorbaten. 
Die Restlésung enthielt dann in 54 cem noch 3,50 L.-P.-(e.) (4,5 cem: 
0,26 cem 0,2 n-HN,; 0,29 L.-P.-(e.)) oder 46°/, der angewandten Menge, 
aber kein Erepsin mehr (2,0 cem, 69 Minuten: 0,04 cem 0,2 n-KOH); auch 
eine Wirkung auf Gelatine bei alkalischer Reaktion war nicht mehr nach- 
zuweisen (10,0 ccm, 5,0 ccm 8°/,ige Gelatine, 48 Stunden: 0,03 ccm 
0,2 n-NH,). 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschalt 
danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 





Uber Hemmung der Leberesterase durch 
Ketocarbonsdureester. 
Von 
Richard Willstiitter, Richard Kulm, Otto Lind und Friedrich Memmen. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Mittellung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. April 1927,) 


Bei der Kinwirkung von Leberesterase, nicht von Pankreas- 
lipase, auf Mandelsiiureiithylester beobachteten wir die sonder- 
bare Erscheinung, daB liingere Zeit, z.B. 60 Minuten lang, nur 
spurenweise Verseifung stattfindet, da’ aber nach Ablauf dieser 
Zeit die Hydrolyse des Esters plétzlich mit bedeutender Ge- 
schwindigkeit einsetzt. In gleichen Zeiten werden sodann durch 
das Enzym gleiche Mandelsiuremengen gebildet, so daB wir in 
der Neigung der Zeitumsatzkurven im zweiten Stadium der 
Reaktion ein MaB fiir die enzymatische Aktivitit, in der durch 
Extrapolation auf der Abszisse abgeschnittenen Strecke ein 
MaB fiir die Latenzzeit besitzen (Figg. 1—5). 

Die Latenzzeit ist direkt proportional der Konzentration 
an Kster und umgekehrt proportional der angewandten Enzym- 
menge. Bei Erniedrigung der Temperatur nimmt sie zu. Mit 
viel Substrat und wenig Enzym arbeitend, sahen wir die Spaltung 
bei +5° erst 10 Stunden nach dem Vermischen aller Reaktions- 
teilnehmer beginnen. Wenn wir eine bestimmte Estermenge 
vollig verseifen und dann neues Substrat zusetzen, so tritt 
abermals Reaktionsstillstand ein. Die Zeit bis zum neuerlichen 
Kinsetzen der Hydrolyse laBt sich aus der angewandten Sub- 
strat- und Enzymkonzentration im yoraus berechnen. 

Latenzzeiten, Induktionserscheinungen, sind bei Ferment- 
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reaktionen schon mehrfach beobachtet worden. G.Tammann!) 
lieB eine Lésung von Emulsin und Amygdalin, die den End- 
zustand erreicht hatte, auf Salicin wirken. Die Hydrolyse des 
Glucosids begann erst 10 Minuten nach dem Vermischen der 
beiden Liésungen. Induktionszeiten von gleicher GriBenordnung 
fanden EK. Abderhalden und A. Fodor’) bei der Spaltung 
von Peptiden durch Hefesaft. Die Ursache dieser Erscheinungen 
ist unbekannt. Naher untersucht ist die Induktion bei der 
alkoholischen Vergirung von Zucker durch Trockenhefe und 
durch Hefemacerationssaft*), die 24 Stunden und linger dauern 
kann. Sie laBt sich im Falle des Macerationssaftes nach 
O. Meyerhof*) durch Zusatz kleiner Mengen Hexosephosphat 
(0,0002 Mole) momentan aufheben. Bei den Trockenhefen hingt 
die Erscheinung nach den Untersuchungen von EK. Abderhalden 
und A. Fodor’) und von H. Sobotka®*) vermutlich mit dem 
Aufleben und Sprossen von Hefezellen zusammen. 

Bei der Verseifung des Mandelsiiureesters haben wir eine 
Verunreinigung des Substrats als ausschlieBliche Ursache der 
Reaktionsverzégerung erkannt. Der angewandte Ester war von 
C. A. F. Kahlbaum bezogen und durch wiederholte fraktionierte 
Vakuumdestillation gereinigt. Seine wiiBrige Lisung reagierte 
neutral. Wurde aber das Produkt aus Petroliither umkrystalli- 
siert, so verschwand die Latenzzeit vollstiindig. Es wurde 
versucht, die wirksame Verbindung aus den Mutterlaugen, in 
denen sie sich angereichert hatte, durch sorgfiltige Fraktio- 
nierung im Hochvakuum zu isolieren, allein ohne Erfolg. Die 
einzelnen Esterfraktionen zeigten annihernd gleiche Induktions- 
dauer. Der wirksame Stoff ist Benzoyl-ameisensiure-ithylester, 


\ 


dessen Siedepunkt unter gewohnlichem Druck von L. Claisen‘) 

') Zs. physikal. Chem. Bd. 3, 8.25 (1889) und zwar S. 28. 

*) Fermentforschung Bd. 1, 8. 533 (1916) und zwar S. 578. 

*) A. Harden und W. Young, Zit. nach A. Harden, Alcoholic 
fermentation, 3. Aufl. 5. 39 (1923); H. von Euler und K. Myrbiick, 
Diese Zs. Bd. 131, S. 179 (1923), Bd. 133, S. 260 (1923/24). 

4) Diese Zs. Bd. 102. S. 1 u. 185 (1918). 

5) Fermentforschung Bd. 5, 8S. 138 (1921/22). 

®) Diese Zs. Bd. 134, S. 1 (1923/24). 

7) Chem. Ber. Bd. 12, S. 626 (1879), und zwar S. 629, 
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zu 256—257° angegeben wird, wihrend mandelsaures Athyl 
bei 253—255° siedet.’) 

Zur Identifizierung bereiteten wir aus dem gelblich ge- 
fiirbten Ol, das beim Verdunsten der petroliitherischen Mutter- 
laugen zuriickblieb, durch Umsetzung mit Hydrazinhydrat das 
von Th. Curtius und H. Lang’) beschriebene Hydrazinsalz 
der Phenyl-hydrazi-methylencarbonsiure, das Fehlingsche 
Lésung in der Kalte reduzierte und bei 116° schmolz. Durch 
Kinwirkung von Phenylhydrazin erhielten wir das gelbe Phenyl- 
hydrazon des Phenylglyoxylsiiureesters, das im Schmelzpunkt 
(93°) und Mischschmelzpunkt (91—-92°) sowie in den Farb- 
reaktionen mit konzentrierter Schwefelsiiure und mit Kisen-(3)- 
chlorid mit einem aus Benzoylameisensiure-iithylester dar- 
gestellten Vergleichspraparat iibereinstimmte. 

DaB wirklich der Ketosiiureester Ursache der Induktions- 
erscheinungen ist, zeigt folgender Versuch: Reines mandelsaures 
Athyl wurde mit 1°/,, 5°/, und 50°/, seines Gewichtes phenyl- 
elyoxylsaurem Athyl vermischt. Es ergaben sich Latenzzeiten 
von 13/,, 31/, und 40 Stunden. 

Das Zustandekommen der Induktion erkliren wir durch 
sehr hohe Affinitét der Leberesterase zum Phenylglyoxylsiiure- 
ester bei sehr geringer Zerfallsgeschwindigkeit des entstehenden 
Produkts. Trotz des groBen Uberschusses an Oxysiiureester 
wird das gesamte Enzym vom Ketosiiureester gebunden und 
nur langsam, niimlich in dem AusmagBe, als der Glyoxylsiiure- 
ester zertillt, wird das Enzym fir die Hydrolyse des mandel- 
sauren Athyls verfiigbar. 

Dem Benzoyl-ameisensiureester entsprechend bewirkt auch 
Oxal-essigsiiureester starke Induktion. Hohe Affinitiit zur Leber- 
esterase trotz iiuBerst geringer Zerfallsgeschwindigkeit scheint 
vielen Ketosiiureestern zuzukommen. «-Stellung des Carbonyls 
ist dabei nicht erforderlich, denn Benzoylessigester verursacht 
ebenfalls bedeutende Latenzzeiten. Abweichend von den an- 
gefiihrten Keto-carbonsiiureestern erwies sich Brenztraubensiure- 





1) C. Beyer, Jl. fiir prakt. Chem. [2], Bd. 31, S. 382 (1885) und 
zwar S. 389. 
*) Jl. fiir prakt. Chem. [2], Bd. 44, 8. 544 (1891) und zwar S. 566, 


J? 














806 =R. Willstitter, R. Kuhn, 0. Lind und F. Memmen, 


iithylester als wirkungslos. Dieses Ergebnis kommt wohl dadurch 
zustande, daB der Brenztraubensiureester ungewohnlich leicht 
hydrolytisch zerfallt ')und da8 unter unseren Versuchsbedingungen 
ohne Mitwirkung des Knzyms die Aufspaltung in Brenztrauben- 
siiure und Athylalkohol als reiner Py Effekt sehr rasch von- 
statten geht. 

Da weder die Estergruppe allein (Benzoesiiure-athylester, 
Phenylessigsiiure-iithylester) noch die Ketogruppe allein (Aceto- 
phenon) zu Induktionserscheinungen AnlaB gibt, sind die mit- 
geteilten Beobachtungen auf konstitutive Eigentiimlichkeiten 
der Ketocarbonsiureester und auf deren Beziehungen zur Leber- 
esterase zuriickgefiihrt. 

Wenn in Organmaterial, z.B. Leber, neben Ksterase De- 
hydrogenasen enthalten sind, die aus Alkoholen Carbonyl- 
verbindungen erzeugen, kénnten kinetische Untersuchungen an 
Oxysiiureestern empfindlich gestért werden. 


Experimenteller Teil. 


Die Esteraselésungen wurden entsprechend den Angaben 
der VIII. Abhandlung iiber Pankreasenzyme?) aus getrockneter 
und fein gemahlener Schweineleber mit 0,025 n-Ammoniak ge- 
wonnen. Die Reinigung durch Elektrodialyse ist auf das Er- 
gebnis der Induktionsversuche ohne EinfluB. 

Ausfiihrung der Bestimmungen: 10 ccm einer Lisung 
von Mandelsiure-iithylester, die 1,60 g Ester in 100 com Wasser 
enthalt, werden mit 80 ccm Wasser verdiinnt und 4 Tropfen 
Bromkresolpurpur zugesetzt. Man wiairmt auf 30° vor und 
sibt aus einer Biirette, die iiber dem Thermostaten angebracht 
ist, so lange n/10-Natronlauge zu, bis die Farbe stark rotviolett 
ist. Den Farbton beurteilt man gegen eine untergelegte weibe 
Porzellanplatte und vergleicht ihn mit einer Kontrollésung, in 
der die Esterspaltung bereits zu Ende gefihrt wurde. 

Die Hydrolyse wird durch Zusatz von 20 ccm Enzymlésung 
eingeleitet, die unter Zugabe von 1—2 Tropfen Bromkresol- 
purpur auf gleiches p,, gebracht ist. Die zur Aufrechterhaltung 


') ©. Béttinger, Chem. Ber. Bd. 14, S. 316 (1881). 
*) R. Willstiitter u. F. Memmen, Diese Zs, Bd, 138, 8, 216 (1924), 
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des Farbtones erforderliche Menge n/10-Natronlauge, die in 
Mengen von 1—3 Tropfen zugefiigt wird, notiert man alle 2 Minuten. 
In den Figuren 1 und 2 ist die Abhiingigkeit der Latenz- 


zeiten von der Enzym- und Substratkonzentration dargestellt. 
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Fig.1. Das Produkt Esterasemenge x Induktionsdauer jist konstant. 
I: 20cem, II: 10 cem, III: 5cem Enzymldésung. 











IV: 20cem Esterlosung. 20,0 mg p-Amino-phenylarsinsiure, 


Man erkennt, daB die Beziehungen 


(I) Esterasemenge x Latenzzeit = konst., 
(II) Estermenge : Latenzzeit = konst. 


mit sehr groBer Anniiherung erfiillt werden, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXVII, 21 
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Die Beziehung zwischen Enzymmenge und Geschwindigkeit 
der Mandelsiureester-Verseifung ist den Neigungstangenten der 
Kurven I-III in Fig. 1 zu entnehmen. 
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Fig. 4. Wemmung durch Natriumfluorid ist ohne EinfluB auf die Latenzzeit, 
I: 0,0 cem, II: 0,25 cem, IIT: 2,5 cem n/10-Natrium-fluorid-lésung, 
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Fig. 5. Mandelsiure-iithylester verschiedenen Reinheitsgrades. I: Wiederholt aus Petrol. 
iither krystallisiert, II und III: Handelspriparate durch frakt. Vakuumdest. gereinigt. 


Hemmt man die Esterase durch Zusatz von Atoxyl oder 
von Natriumfluorid, so bleiben die Induktionsdauern unverindert. 
Die Hemmung kommt, wie die Figg. 3 und 4 zeigen, nur im 
Neigungsverhiltnis der Zeitumsatzkurven fiir das zweite Reak- 
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tionsintervall zum Ausdruck. Als letzte Belege ftihren wir 
einige Versuche mit kauflichem Mandelsiure-athylester an, der 


verschieden vorbehandelt wurde (Fig. 5, Tab. 1), sowie Versuche 
mit reinem mandelsaurem Athyl unter Zusatz anderer Kster. 


Tabelle 1. 


Fraktionierung von rohem Mandelsiiure-iithylester. 





Nr. Ester Latenzzecit 
| ‘Mandelsaures Athyl C.A.F.Kahlbaum . . .|{ 60 Minuten 
2 Ester 1 6 Stunden auf 160° erhitzt . . . . . 4 120 4 
3 Ester 1 aus Petrolither krystallisiert 

a) Kopffraktion . . i * ew ed D 
b) Mittelfraktion (kryst: illisiert ee aa. 
c) Endfraktion (sauer reagierendes Ol) . . . | 180 
d) Endfraktion mit verdiinnuter Soda entsiuert | 240 








Tabelle 2. 


Hydrolyse von reinem mandelsaurem Athyl unter Zusatz anderer Ester. 











Nr. Zusatz Latenzzcit 
1 1", Benzoesdure-éthylester . . . . . .. . 0 Minuten 
2 /, Phenylessigsiiure-iithylester . . . . . . 0 
3 ts Acetophenon. . oe ok ae ae 0 , 

4 1°/, Brenztraubensiure- one ere ar ee ee 0 * 

5 1°), Benzoyl-ameisensiiure-iithylester. . . . . | 11/, Stunden 
6 5°/, Benzoyl-ameisensiure-iithylester. . . . .| 3'/,  ,, 

7 50°/, Benzoyl-ameisensiiure-iithylester. . . . . 10 sy, 
8 1°/, Benzoyl-essigester . ....-.+..~. 2 _ 
9 1°/, Oxalessigsdure-iithylester . . . . .. . . a 








Bemerkungen tiber die Gréfie der Absorption einer wa8rigen 
Zuckerlésung bei ultraviolettem Licht in seiner Beziehung 
zur Konstitution des Zuckermolekils. 


Von 


P. Niederhoff, 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12, Mai 1927.) 


Durch spektrographische Untersuchungen an Kohlehydraten ') 
ist dargetan worden, da8 die untersuchten Mono- und Di- 
saccharide mit Ausnahme des Rohrzuckers ein Absorptions- 
band im spektralen Bereich von etwa 2800 A.-E. besitzen, ein 
Absorptionsband, das in charakteristischer Weise von der 
Carbonylgruppe abhingt. Dies Ergebnis steht im Kinklang 
mit der von J. Bielecki und V. Henri gemachten Feststellung, 
nach der die Aldehyde und Ketone der Fettreihe durch eine 
Absorption in der spektralen Gegend von 2700 und 2800 A.-EK. 
ausgezeichnet sind. Es besteht nur ein erheblicher Unter- 
schied in der GréBe der Absorption. Wiahrend I. Bielecki 
und V. Henri z. B. fir Aceton in ?/,, molarer Konzentration 
einen maximalen Absorptionskoeffizienten von etwa 1,8 finden, 
betriigt derselbe z. B. fiir eine doppelmolare Traubenzucker- 
lésung nur etwa 0,02. Es scheint also nur ein kleinerer Teil 
der Molekiile zu absorbieren, also in der Aldehydform vor- 
zuliegen, der gréBere aber nicht. 

Die Ringstruktur, wie sie nach den chemischen Unter- 
suchungen fiir das Traubenzuckermolekiil heute vorwiegend 
angenommen wird, enthalt keine ungesittigten chromophoren 
Gruppen und besitzt deshalb nicht das Absorptionsband der 





1) P. Niederhoff, Diese Zs. Bd. 165, S. 130 (1927). 
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Aldehyde. Infolgedessen gibt eine Traubenzuckerlésung, soweit 
sie in dieser Form vorliegt, nicht die charakteristische Ab- 
sorption im Bereich von 2800 A.-E. 

Es entspricht somit das spektrographische Untersuchungs- 
ergebnis mit einem verhialtnismaBig recht geringen Absorptious- 
koeffizienten der Auffassung, daB die Mehrzahl der Molekiile 
einer wiBrigen Traubenzuckerlésung in der Ringstruktur vor- 
liegt, daB jedoch ein kleinerer Teil die Aldehydform besitzt. 

Dieses Resultat gilt in entsprechender Weise auch fiir 
die anderen untersuchten Zuckerlésungen, z. B. die Fructose- 
lésung mit einem Absorptionskoeffizienten von 0,0267, woraul 
H. Ohle?) in seiner Arbeit tiber die Ringstruktur der Fructose 
bereits hingewiesen hat. Die Untersuchungen zeigen also, dab 
beide Formen, die Ringbildung und die Aldo- bzw. Ketoform, 
in einer wiiBrigen konzentrierten Zuckerlésung nebeneinander 
vorhanden sind, eine Erscheinung, die ja mit der Umlagerungs- 
fahigkeit der verschiedenen Formen des Zuckermolekiils in 
Ubereinstimmung steht. 


') H. Ohle, Chem. Ber. Bd. 60, 8. 1173 (1927). 














Berichtigung zu den Molekulargewichtsbestimmungen der 
Proteine in Phenol. 
Von 


N. Troensegaard und Julius Sehmidt. 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Mai 1927.) 


In dieser Zeitschrift Bd. 159, 8.93 haben Edwin J. Cohn und 
James B. Conant eine Methode fiir Molekulargewichtsbestimmungen 
von Proteinstoffen in wasserhaltigem Phenol unter Zusatz von Chlor- 
calcium beschrieben. Sie haben diese Methode zur Kontrolle der von 
uns!) mitgeteilten Molekulargewichtsbestimmungen in trocknem Phenol 
angewandt. 

Wir haben die angegebene Methode zur Molekulargewichtsbestim- 
mung nachgeprift, kénnen jedoch die Behauptung der obengenanntcn 
Autoren, da8 Chlorcaleium Phenol wie angegeben zu entwiissern vermag, 
nicht bestitigen. AuBerdem vermuten wir, da8 die angewandten Protein- 
stoffe nicht in dem Phenol aufgelést waren, wie in der Abhandlung an- 
eegeben wird, denn es dauert z. B. bei 80° 6—12 Stunden, bis getrock- 
nete Gelatine von reinem Phenol gelést wird. 

Die Methode von Cohn und Conant kann also nicht richtig sein. 
Aber ihre Schlu8folgerung trifft doch insofern zu, als die von uns nach- 
gewiesenen Gefrierpunktsdepressionen fiir Gelatine und Gliadin in Phenol 
nicht einwandfrei sind. 

Bei einer erneuten Untersuchung haben wir wechselnde Gefrier- 
punktserniedrigungen fiir Gelatine und Gliadin in verschiedenen Pra- 
paraten von getrocknetem Phenol gefunden. Sie haben variiert von 
Werten, wie wir sie friiher angegeben, bis zu ganz unwesentlichen Gré8en. 

Es ist zu vermuten, daB mehrere von den friiher angewandten 
Phenolpriparaten — sie waren als vollkommen reine Priiparate von ver- 
schiedenen Firmen bezogen worden — nicht nachweisbare Verunreini- 
gungen enthielten, welche mit den Proteinstoffen reagiert und dadurch 
die Gefrierpunktserniedrigung veranlaBt haben, gleichwie die ganz un- 
gewohnlichen Gefrierpunktsdepressionen, die man von den angegebenen 
EiweiBstoffen in Essigsiiure erhilt. 


1!) Diese Zs, Bd. 133, 8. 116 (1924). 
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Die Vermutung von Cohn und Conant, daB man die gefundene 
(;efrierpunktserniedrigung durch den Wassergehalt des Proteinstoffs er- 
kliren kann, miissen wir als nicht zutreffend bezeichnen auf Grund der 
Sorgfalt, mit welcher die Proteinstoffe getrocknet wurden und der an- 
gewandten Herstellungsweise, auf die in der Abhandlung hingewiesen ist. 

Da das nunmehr angewandte Phenol nicht mit Phosphorsiure- 
anhydrid getrocknet worden ist, um eine Verunreinigung durch eine 
moégliche Spaltung zu vermeiden, sondern nur mittels Durchsaugens von 
trockner Luft, und einer gleichzeitigen fraktionierten Destillation, kénnte 
man sich vielleicht eher denken, da8 unsere neuen Resultate durch die 
Wirkung der stark getrockneten Proteinstofte auf das vielleicht nicht 
ganz wasserfreie Phenol zu erkliren sind. 

Ob iihnliche Verhiiltnisse eine Rolle spielen bei dem von R. O. Her- 
zog und N. Kobel') gefundenen niedrigen Molekulargewicht fiir Seiden 
fibroin, haben wir nicht untersucht. 





1) Diese Zs. Bd, 134, S. 296 (1924). 





